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RESUMEN

Los microorganismos se encuentran presentes en todos los ambientes y son capaces
de sintetizar productos utiles para el hombre. Representan unos pocos centenares de
especies de entre las mas de cien mil descritas en la naturaleza. El proceso de
bioprospeccion microbiana hace referencia a la basqueda, conocimiento y seleccién
de la microbiota especifica de un habitat con uso actual y potencial, a la purificacion
del material microbiolégico aislado y finalmente a la identificacion completa de las
especies microbianas que a mediano o a largo plazo producen generosos beneficios.
Por consiguiente, surgio la iniciativa de desarrollar este proyecto con el propdsito de
buscar cepas nativas potencialmente utiles para el desarrollo ingenieril de procesos
biotecnolégicos con énfasis en la agricultura y la industria.

Esta investigacidon estuvo orientada a bioprospectar en dos ecosistemas artificiales:
Quesera artesanal y Planteles mineros. Se aplicaron técnicas de aislamiento y
purificacion (siembra masiva, por inmersion, en estria y por puncion), ademas se
desarroll6 un reconocimiento de las caracteristicas morfolégicas de todos los
microorganismos mediante la tincién de Gram observada al microscopio con objetivo
de 100x para bacterias, la observaciéon de esporas con objetivo de 50x para hongos
filamentosos y la observacion de tincion simple con objetivo de 50x para levaduras.
Asi como pruebas moleculares (secuenciacion de las regiones 16S para bacterias e
ITSyD1/D2/D3 para hongos) de 50 aislados seleccionados segun sus caracteristicas
morfolégicas (40 bacterias, 4 hongos filamentosos, 6 hongos levaduriformes), con
vistas a lograr su identificacion final. Se realizé una revision bibliografica en bancos
de datos internacionales para establecer las aplicaciones biotecnoldgicas y que
estaban cientificamente fundamentadas para las cepas identificas.

Concluido el presente trabajo, habiéndose seleccionado 6 puntos de muestreo para
la quesera artesanal y 7 puntos para los planteles mineros; se obtuvo un total de 163
aislados microbianos, que mediante las pruebas morfolégicas mostraron ser 127
aislados bacterianos, 30 aislados de hongos filamentosos y 6 aislados de hongos
levaduriformes. Es posible afirmar, que las pruebas microbiolégicas desarrolladas
contribuyen en conjunto con las herramientas moleculares a una identificacion
microbiana confiable.

La aplicacion de las pruebas microbiologicas y las herramientas moleculares permitio
identificar finalmente 15 especies bacterianas diferentes y 8 especies fungicas
distintas, ademas de las identificados hasta nivel de géneros bacterianos (Pantoea
sp) y hongos tipo Trichoderma sp. Entre los identificados completamente podemos
citar los siguientes: bacterias como Acinetobacter calcoaceticus (1), Aeromonas
hydrophila (1), Bacillus cereus (4), Bacillus marisflavi (1), Enterobacter cloacae (2),
Escherichia coli (1), Exiguobacterium aurantiacum (1), Klebsiella pneumoniae (1),
Planococcus maritimus (1), Proteus penneri (1), Pseudomonas aeruginosa (2),
Psychrobacter alimentarius (1), Serratia marcescens (3), Staphylococcus aureus (1)
y Terribacillus saccharophilus (1); hongos como Cybelindnera jadinii (2), Rhodotorula
mucilaginosa (1), Candida pararugosa (1), Trichosporon asahii (1), Pichia jadinii (1),



Penicillium janthinellum (1), Penicillium simplicissimum (1) y Aspergillus hiratsukae
(1). Cabe destacar que los resultados de la identificacion molecular en la mayoria de
los casos, para bacterias confirman su identidad en un 99 % y para hongos confirman
su identidad con un 100%.

En cuanto a las aplicaciones biotecnoldgicas para los microorganismos identificados
en este trabajo permiten plantear para la agricultura: la biopromocién del crecimiento
vegetal y bioproteccion del estrés abiotico y bidtico en diversos cultivos o en sus
cosechas, mediante bacterias y hongos como: Acinetobacter calcoaceticus,
Aeromonas hydrofhila, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Psychrobacter alimentarius, Serratia marcescens, Terribacillus
saccharophilus, Penicillium janthinellum y Penicillium simplicissimum, Trichoderma
sp, Cyberlindenera jadinii y Rhodotorula mucilaginosa. Para la industria: produccion
de enzimas, biodegradaciéon de colorantes usados en la industria (textil, cosmética y
farmacéutica), biolixiviacion y produccion de aceite se han identificado
microorganismos como: Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens, Bacillus sp,
Penicillium janthinellum, Penicillium simplicissimum, Trichoderma sp, Rhodotorula
mucilaginosa y Trichosporon asahii.

Adicionalmente se obtuvo una serie de microorganismos identificados plenamente y
gue resultan valiosos para el desarrollo de bioprocesos aplicables al ambiente. Entre
estos microorganismos podemos citar: Bacillus cereus, Bacillus marisflavi,
Planococcus maritimus, Bacillus sp, Acinetobacter sp y Cyberlindnera jadinii, que son
de gran utilidad en el manejo de sistemas contaminados con cromo hexavalente y
otros metales pesados.

Finalmente, el desarrollo de este trabajo en bioprospeccién microbiana en la
basqueda de microorganismos Utiles para el desarrollo de bioprocesos aplicables a
la agricultura y la industria, aporté un buen nimero de microorganismos plenamente
identificados y que han sido reportados en la literatura cientifica como utiles para el
desarrollo de diversos bioprocesos. Lo anterior, abre las puertas para la adicion de
investigaciones que podrian contribuir por medio de la biotecnologia a la mejora del
agro y la industria nacional.
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Bioprospeccién microbiana dirigida al desarrollo del agro y la industria nacional

l. INTRODUCCION

Las condiciones climatoldgicas y la posicion geoestratégica Unica de Nicaragua la
hacen acreedora de una exuberante micro y macro biodiversidad que representa el
7% de la diversidad biolégica del mundo segun el Ministerio del Ambiente y de los
Recursos Naturales (MARENA, 2014). La diversidad de los recursos biologicos del
pais le confiere ventajas para la exploracion y el desarrollo del inmenso campo de la
biotecnologia; esto es posible, mediante una actividad cientifica conocida como
bioprospeccion, considerada un campo auxiliar de la biotecnologia (Pifiero, 2013).
Cabe destacar que la bioprospeccion relacionada a la biodiversidad se entiende como
la busqueda sistemética de genes, componentes naturales y organismos completos
en la naturaleza, buscando darles un potencial para el desarrollo de productos.
También es Util para saber como manejar de manera 6ptima los recursos que ya se
conocen y como darles nuevos usos, sin agotarlos. Involucra tres etapas o0 ejes:
investigar, transformar en producto y comercializar (Huete-Pérez, 2008).

En esta coyuntura, actualmente Nicaragua cuenta con importantes investigaciones y
desarrollo en el campo de la biotecnologia dirigidos a la busqueda de microrganismos
con aplicaciones utiles en diversos sectores de la agricultura y la industria, las cuales
se realizan en distintos centros de educacion superior e instituciones publicas y
privadas, entre ellos se destacan: la Universidad Nacional Autbnoma de Nicaragua-
Ledn (UNAN-Ledn), Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua-Managua (UNAN-
Managua), Universidad Centroamericana (UCA), Universidad Nacional Agraria
(UNA), Universidad Nacional de Ingenieria (UNI), Universidad Politécnica de
Nicaragua (UPOLI), Centro Nacional de Investigacion Agropecuaria y Biotecnologia
(CNIAB) e Instituto Nicaragliense de Tecnologia Agropecuaria (INTA) (Gonzélez,
2011). Sin embargo, son pocos los registros de investigaciones de bioprospeccion
que estudian la microbiota o las capacidades potenciales de los microorganismos
presentes en la gran variedad de ecosistemas con los que cuenta el pais, a
continuacion, se presentan los Unicos registros encontrados:

e GOmez y Huete (2008), a través de su investigacion buscaron nuevas enzimas
de restriccion (ER) en bacterias de suelos en ambientes auln inexplorados,
como zonas volcanicas y agricolas del pais. Aqui reportaron la identificacién
de isoesquizémeros de 14 ER conocidas: BamHI, EcoRV, Mbol, Mael, Haelll,
Earl, BsoBl, BsaBl, Acl |, BsaWl, Nci |, BstNI, BssSI y Hpall, las 8 ultimas
termoestables.

e Méndez et al. (2017), en esta investigacion se llevé a cabo el aislamiento e
identificacion de bacterias a partir de bioinsumos producidos artesanalmente
en Nicaragua y se evalud in vitro su antagonismo frente a hongos
fitopatdgenos de interés agricola. Se realizo la caracterizacion morfologica de
14 aislados bacterianos y su respectiva secuenciacion del gen ADNr 16S;
posteriormente se evalud el potencial antagénico mediante confrontacion dual
frente a los hongos identificados como Fusarium equiseti, Fusarium sp y

Alternaria alternata.
A
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Bioprospeccién microbiana dirigida al desarrollo del agro y la industria nacional

Para desarrollar la biotecnologia en el pais, se requiere preferiblemente del trabajo
conjunto de los sectores académicos, empresarial nacional o internacional,
comunitario y gubernamental para establecer claramente qué se quiere hacer y para
donde se va (Melgarejo, 2003). Ademas, el pais requiere de una valoracion global
sobre los beneficios que la micro biodiversidad aporta a los diferentes sectores de la
industria; entre los que se destacan, los aportes que brinda a la industria
farmacéutica, cosmetolégica y quimica, a los servicios ambientales para la
descontaminacion de aguas y suelos, a la produccion de oxigeno, a la fertilidad de
los suelos, a la agricultura, entre otros (MARENA, 2014).

No es posible plantear el desarrollo de biotecnologias aplicadas a los sectores
anteriormente mencionados sin estudios orientados a la bioprospeccion de especies
autoctonas, que son las que tienen la capacidad de adaptarse al medio del cual son
extraidas y que indudablemente son mas eficientes en tales aplicaciones que
cualquiera que pueda encontrarse comercialmente. A pesar de las diversas
dificultades como la falta de una masa critica minima, carencia de inversion y poco
involucramiento del sector productivo local, el presente trabajo estuvo orientado a
bioprospectar una gama de microorganismos, entre bacterias, hongos filamentosos y
levaduriformes como componentes microbiolégicos de diferentes ecosistemas
artificiales, con la finalidad de encontrar cepas nativas potencialmente Utiles para el
desarrollo ingenieril de procesos biotecnolégicos con énfasis en la agricultura y la
industria. El proceso consistio en aislar y purificar los microorganismos, diferenciar
sus caracteristicas fenotipicas y genotipicas a través de pruebas microbiologicas
basicas y la aplicacion herramientas moleculares, para su debida identificacidn a nivel
de género o especie. Finalmente con la identificaciébn de los microorganismos, se
pretende sugerir sus posibles aplicaciones biotecnoldgicas, que puedan ser utilizadas
en posteriores investigaciones en el campo de la biotecnologia.

A partir de los microorganismos nativos identificados con diferentes utilidades y del
banco de aislados con posible potencial biotecnoldgico, este proyecto pretende
marcar un precedente que de alguna manera de continuidad a los pequefios
emprendimientos que se realizan en el &mbito biotecnolégico del pais, por ejemplo:
al contar con un aislado de una bacteria productora de acido lactico, se puede pensar
en desarrollar un proceso de produccion masiva de esa bacteria mediante
fermentaciones y aplicarla en un proceso tan comin como la produccién de yogurt u
otros derivados de la industria lactica. Por otra parte, si se dispone de cepas de
Bacillus tipo subtillis o kokuria u otros, se pueden desarrollar procesos utiles en la
agricultura, en la industria enzimética, en el tratamiento de residuales o en la
biorremediacion de suelos. Ademas, diferentes tipos de hongos aislados pueden ser
aplicados para prevenir dafos a las cosechas.

ITT;
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IIl.  OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Identificar microbiolégica y molecularmente microorganismos aislados de
ecosistemas artificiales inducidos por las actividades humanas, que generan presion
sobre la biodiversidad, para proponer sus aplicaciones en el desarrollo ingenieril de
procesos biotecnoldgicos con énfasis en la agricultura y la industria.

2.2 Objetivos especificos

e Aplicar técnicas de aislamiento de microorganismos en una quesera artesanal
y dos planteles mineros para la posterior purificacion de la gama microbiol6gica
cultivable.

e Caracterizar los cultivos microbianos axénicos, a través de pruebas
morfolégicas béasicas (fenotipicas) y mediante la aplicacién de herramientas
moleculares (genotipicas).

e Establecer de acuerdo con la literatura las aplicaciones biotecnolégicas de
utilidad agricola e industrial de las cepas autéctonas identificadas.
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. MARCO TEORICO

3.1 Bioprospeccion

La Bioprospeccion se define como un trabajo colectivo orientado a la busqueda,
conocimiento y seleccion de organismos o productos derivados, con uso actual o
potencial en salud, alimentacion, agroindustria y medio ambiente, entre otros y su
aprovechamiento sostenible en procesos productivos a escala industrial o artesanal,
con aplicacion nacional o internacional de los productos o servicios generados
(Melgarejo, 2003). En definitiva, la estrategia de la bioprospeccion implica tanto la
conservacion de la biodiversidad a bioprospectar, como de las especies y el material
bioprospectado. Un proceso de bioprospeccion no es un punto de conclusion, sino de
partida para el desarrollo de otras investigaciones y es parte integral de ellas.

3.1.1 Bioprospecciéon en Nicaragua

Las condiciones actuales relacionadas a la conservacion y uso sostenible de los
recursos bioldgicos, asi como al empleo de los beneficios obtenidos a partir de ellos
en bien de la sociedad son un reto por enfrentar, debido a que el pais no cuenta con
un sistema nacional que desarrolle la prospecciéon de la biodiversidad con el fin de
explotar sus exuberantes ecosistemas para generar productos patentables y
lucrativos para las industrias farmacéuticas y biotecnolégicas. Se sabe que existen
universidades que desarrollan lineas de investigaciones basicas y por lo tanto son
pocas veces aplicadas. Ademas, en toda la nacidbn se encuentran laboratorios
privados que se dedican a la colecta de especies silvestres y/o domésticas para su
utilizacién inmediata o para darles un valor agregado; pero, lo cierto es que no existen
registros legales que muestren con certeza el uso que se le da a esa diversidad
genética, a pesar de que es evidente que se utiliza intensivamente.

Se puede decir que las actividades de bioprospeccion cientifica, es decir, aquellas en
las que participan cientificos nacionales y algunas veces extranjeros, solo son
registradas en el centro de trabajo o en la institucion que impulso la gira de
bioprospeccion y pocas veces la informacion se difunde para conocerse. Ademas, de
gue tales investigaciones no tienen como obijetivo la obtencion de ganancias de tipo
econdémico; precisamente, la prospeccion en el pais ha estado enfocada
principalmente en el conocimiento y conservacion del germoplasma, por cuanto, ha
sido una investigacion para determinar la diversidad genética existente y sus formas
de vida para conservarla. Por tal razén, es necesario proponer acciones y lineas de
trabajo en funcién de conocer y explotar los compuestos activos de estos recursos
genéticos, asi como de resolver los agudos problemas que atraviesa la poblacion

(MARENA, 2001).
&
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3.2 Microorganismos

Los microorganismos constituyen un grupo de seres vivos sumamente heterogéneo
cuya Unica caracteristica comun es su reducido tamafio; todos son lo suficientemente
pequefios como para pasar inadvertidos al ojo humano, siendo preciso el uso de
dispositivos de aumento como el microscopio Optico o en algunos casos el
microscopio electronico para poder observarlos. Pero gracias a las diversas técnicas
innovadoras en las investigaciones microbiolégicas, como el uso de las técnicas de
secuenciacion del &cido desoxirribonucleico (ADN) y el estudio del ARN de los
ribosomas, los microorganismos se han agrupado desde el punto de vista evolutivo
en tres grupos principales: Arqueobacterias, Eubacterias y Eucariotas (Frioni, 2005).
La Figura 1 muestra un esquema de la evolucién del mundo vivo basado en la
estructura del ARN de los ribosomas.

gramnegativas

grampositivas

Mayor crecimiento
_ del nuclecplasma

Antepasado
universal

Figura 1. Esquema de la evolucion del mundo vivo clasificado en el sistema de tres dominios: Archaea,
Bacterias y Eukarya, basada en la estructura del ARN de los ribosomas propuesto por Carl R. Woese

en 1978 (Tortora et al., 2007).
]
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3.2.1 Clasificacion de los microorganismos

La ciencia que se ocupa de la clasificacion de distintas formas de vida, se denomina
taxonomia cuyo objetivo es establecer las relaciones entre un grupo de organismos
y otros y diferenciarlos. Las nuevas técnicas desarrolladas en biologia y genética
molecular, permiten obtener conocimientos nuevos en clasificacion y evolucion
(Rosselld, 2005). Dicho lo anterior es posible clasificar los microorganismos partiendo
de su relacion evolutiva, caracteristicas fenotipicas, propiedades bioquimicas,
requerimientos fisicos, composicién del ADN, grado de riesgo y habitat.

Los microorganismos se clasifican en cuatro grupos: Archaea (presenta pared celular,
pero carecen de peptidoglucano), Bacterias (las paredes celulares contienen un
complejo de proteina-hidrato de carbono denominado peptidoglucano), Eukarya
(incluye protistas: mohos mucosos, protozoos y algas y hongos: levaduras
unicelulares, mohos multicelulares y setas) y Parasitos (virus); cada uno de estos
grupos posee aspectos diferentes en cuanto a su relaciéon, estructura, morfologia,
nutricion y reproduccion (Vargas y Villazante, 2014).

3.2.2 Principales microorganismos del ambiente

En el ambiente los microorganismos se encuentran distribuidos en todos sus
componentes; suelo, agua e incluso en el aire suspendidos en granos de polvo y
particulas de agua, por lo tanto, también estan presentes en las plantas, animales y
en los alimentos cumpliendo funciones que en determinadas circunstancias pueden
ser benéficas o perjudiciales para el ser humano.

Microorganismos del suelo

El componente microbiano del suelo es importante para la salud de los ecosistemas.
A pesar de su aparente hostilidad, el suelo es el habitat de innumerables seres vivos,
donde se pueden encontrar una enorme cantidad de microorganismos diferentes, de
tamafio y funciones muy variables que son fundamentales para el desarrollo de la
vida en el planeta, jugando un papel relevante en la formacion y estructuracién del
suelo y en la movilizacién de nutrientes.

Bacterias

Las bacterias son uno de los grupos clave en la transformacion de la materia mineral
y organica del suelo que contribuye a su fertilidad, entre los géneros comunes estan:
Aeromonas, Alcaligenes, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Chromobacterium,
Enterobacter, Erwinia, Escherichia, Flavimonas, Klebsiella, Pantoea, Pseudomonas,
Staphylococcus, Serratia y Xanthomonas (Sierra et al., 2012; Moreno y Galvis, 2013;
Schoebitz, 2006).

ITT;
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Hongos

En el suelo se han encontrado géneros y especies de hongos que lo dominan. Arias
y Pifieros (2008), aislaron hongos del suelo, con mayor frecuencia los de géneros
Aspergillus sp y Penicillium sp y menor proporcion Alternaria sp, Byssochlamys sp,
Cladosporium sp, Curvularia sp, Fussarium sp, Emericella sp, Eupenicillium sp, Mucor
sp, Rhizopus sp, Sterigmatocytis sp y Trichoderma sp. Segun Samaniego y Chew
(2007), los géneros de hongos que se desatanca en suelos agricolas son Alternaria,
Aspergillus, Cladosporium, Doratomyces, Drechslera, Fusarium, Gilmaniella,
Mortierella, Mucor, Penicillium, Rhizoctonia, Rhizopus, Scopulariopsis, Torula y
Trichoderma. Segun Toro et al. (2005), los géneros de levaduras mas frecuentes en
suelo asociados con Bulnesia retama y Larrea divaricata son: Candida,
Debaryomyces, Dekkera, Saccharomyces, Torulaspora, Sporidiobolus y Pichia.

Microorganismos del agua

Teniendo en cuenta la clasificacion de las bacterias segun la respuesta de su pared
celular a la tincibn de Gram, se mencionan algunas de las mas frecuentes
encontradas en el agua. Bacterias Gram negativas: se han aislado de aguas las
pertenecientes a los géneros Achromobacter, Acinetobacter, Aeromonas,
Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Brevundimonas, Bordetella, Chryseobacterium,
Enterobacteriaceae, Flavobacterium, Gallionella, Leifsonia, Moraxella, Neisseria,
Photobacterium, Pseudomonas, Sphingomonas, Stenotrophomonas, Vagococcus y
Vibrio. Bacterias Gram positivas: no representan un grupo muy difundido en agua, sin
embargo incluye algunos patdégenos humanos aislados especialmente de aguas
subterraneas. Los cocos mas comunes pertenecen a los géneros Micrococcus,
Staphylococcus y Streptococcus (Apella y Araujo, 2005; de la Rosa et al., 2016).

Microorganismos del aire

La atmdsfera no tiene una microbiota autéctona, pero es un medio para la dispersion
rapida y global de muchos tipos de microorganismos (bacterias, esporas, hongos y
virus) procedentes de otros ambientes, el transporte se realiza sobre particulas de
polvo, fragmentos de hojas secas, piel, fibras de la ropa, en gotas de agua o en gotas
de saliva eliminadas al toser, estornudar o hablar. Algunos han creado adaptaciones
especializadas que favorecen su supervivencia y permanencia. Frecuentemente del
aire se aislan bacterias esporuladas de los géneros: Actinomicetos, Bacillus y
Clostridium, entre las bacterias también son muy frecuentes los bacilos pleomorficos
Gram positivos (Corynebacterium) y los cocos Gram positivos (Micrococcus Yy
Staphylococcus). Los bacilos Gram negativos (Alcaligenes y Flavobacterium) se
encuentran en menor proporcion y disminuyen con la altura. El género Cladosporium
es el hongo que predomina en el aire, tanto sobre la tierra como sobre el mar, aunque
también es frecuente encontrar otros mohos, como Alternaria, Aspergillus, Mucor y
Penicillium y la levadura Rhodotorula (de la Rosa et al., 2002).
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Microorganismos de la leche

Todas las transformaciones que experimentan la leche y sus derivados, ya sean
deseables o indeseables, son el resultado de la accion de microorganismos presentes
en ella, ya que por ser una materia organica rica en nutrientes representa un medio
de vida para un amplio numero de microorganismos exigentes en nutrientes.

Bacterias Gram positivas

Bacterias lacticas: son aquellas que fermentan la lactosa dando una
proporcion elevada de acido lactico en los productos de degradacion.
Micrococos: forman parte de la flora inocua que contamina la leche.
Estafilococos: son aerobios facultativos, que provocan una fermentacion
acidificante de la glucosa. Este género comprende tres grupos, el mas
importante es el Staphylococcus pyogenes, también los Staphylococcus
aureus y Staphylococcus albus.

Bacterias esporuladas (Bacillaceae): estas bacterias son las Unicas que
forman endospora, que tiene la importante propiedad de resistir temperaturas
elevadas, en la leche se encuentran dos géneros; Bacillus y Clostridium.

Bacterias Gram negativas

Enterobacterias: la mayor parte de ellas se encuentran en el intestino de los
mamiferos, su presencia en la leche puede atribuirse a una contaminacién de
origen fecal. Fermentan la lactosa y forman gas carbénico (CO2) y &cido. Entre
las cuales se encuentran: Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella,
Proteus y Serratia, también pueden hallarse especies patdgenas temibles
como Salmonella y Shigella.

Achromobacteriaceae: son aerobias, no fermentan la lactosa, no coagulan la
leche. Se han definido tres géneros: Achromobacter, Alcaligenes vy
Flavobacterium.

Bacterias Gram diversas

Brucella y Pseudomona.

Hongos filamentosos

Geotrichum: crecen en forma seca o viscosa sobre la superficie de la leche
agria, queso o crema. Es sensible a la sal la cual retarda su desarrollo, la
pasterizacion lo destruye. El geotrichum céandidum, invade las cuajadas
frescas, crece mejor a una temperatura cercana a 27°C.

Penicillum: este es uno de los hongos mas comunes. Tienen un color verdoso
cuando crece sobre las superficies de los quesos. Interviene en el madurado
de diversos tipos de quesos. Las especies mas comunes en lecheria son:
Penicillum roqueforti, Penicillum camemberti, Penicillum expansun vy

Penicillum notatum.
A
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e Aspergillus: Existen muchas especies de este género. El Aspergillus glaucus
y Aspergillus repens, han sido los responsables del crecimiento de brotes
superficiales en leche condensada azucarada.

Hongos levaduriformes

e Torula lactosa y Torula cremoris: producen gas y poco alcohol y son la causa
de que la leche se presente espumosa.

e Sacharomyces fragilis y Sacharomyces lactis: fermenta la lactosa con
produccion de alcohol.

¢ Pichia fermentans: se presenta en el suero de la mantequilla.

e Turolopsis lactis condensi: se presenta en la leche condensada y azucarada.

e Turolopsis sphaerica: se presenta en la crema espumosa y en el suero de la
leche (Alais, 1988; Castro et al., 2013).

3.2.3 Requerimientos nutricionales de los microorganismos

Como todos los organismos vivos, los microorganismos requieren ciertos nutrientes
basicos y factores fisicos para el mantenimiento de su vida, estas necesidades varian
segun el tipo de microorganismo y es necesario conocerlas para cultivarlos en el
laboratorio. Las necesidades nutricionales basicas de los microorganismos pueden
satisfacerse en el laboratorio mediante el uso de medios de cultivos artificiales, los
cuales se encuentran disponibles en una gran variedad y en general aportan a los
microorganismos una fuente de carbono, una fuente de nitrdgeno, elementos no
metalicos, elementos metalicos, vitaminas, agua y energia. Por otro lado, las
necesidades fisicas involucran factores como: temperatura, pH y gases, los cuales
se encuentran en un rango 6ptimo especifico para cada microorganismo; por lo tanto,
la variacion de estas condiciones puede acelerar o disminuir su crecimiento.

Medios de Cultivos

Los medios de cultivos son sustratos o soluciones de nutrientes que permiten el
desarrollo de los microorganismos. En condiciones de laboratorio para realizar un
cultivo, se debe sembrar sobre el medio de cultivo elegido el inéculo de los
microorganismos que van a crecer y multiplicarse para dar colonias. Cuando se
trabaja con microorganismos 0 con un microorganismo en particular, se deben
satisfacer sus necesidades nutricionales con el objetivo de recuperarlo y hacerlo
crecer adecuadamente, esto requiere de la preparacion de medios de cultivo. De
manera general los medios de cultivo pueden ser artificiales o quimicamente
definidos. La constitucién habitual de los medios de cultivo esta dada por elementos
como el agar, extractos, peptonas, fluidos corporales, sistemas amortiguadores,
indicadores de pH, agentes reductores y agentes selectivos; en consecuencia, los
medios de cultivos pueden ser liquidos o soélidos en funcion de las caracteristicas del
medio y discontinuos y continuos en funcion de la disponibilidad de nutrientes (Rojas,

2011).
&
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3.2.4 Siembra de microorganismos

Sembrar o inocular, es introducir artificialmente una porcién de muestra (indculo) en
un medio adecuado, con el fin de iniciar un cultivo microbiano para su desarrollo y
multiplicacion. Una vez sembrado el in6culo el medio de cultivo, se incuba a una
temperatura adecuada para su crecimiento. Los criterios fundamentales para efectuar
correctamente la siembra exigen que se efectué asépticamente, la esterilizacion
completa de los medios de cultivo y del instrumental a utilizar, que se realicen
Gnicamente las manipulaciones indispensables y que se trabaje fuera de toda
corriente de aire, de ser posible utilizando un mechero o bien un flujo laminar
(Santambrosio y Ortega, 2009).

Existen diferentes técnicas de siembra de acuerdo al medio utilizado y los
requerimientos del microorganismo a estudiar. Segun Santambrosio y Ortega (2009)
en medios soélidos se pueden mencionar las técnicas de siembra siguientes:

e Siembra por inmersion: se coloca el indculo en una placa o caja de Petriy sobre
el mismo se vierte el medio de cultivo previamente fundido. Este método se
utiliza para microorganismos aerobios.

e Siembra en superficie: se vierte sobre una placa de Petri el medio de cultivo
fundido, se deja solidificar, se coloca sobre la superficie el in6culo y con ayuda
del asa Drigalsky se extiende hasta su absorcion total por el medio de cultivo.
Este tipo de siembra se recomienda para microorganismos aerobios estrictos.

e Siembra en estria: se vierte sobre una placa de Petri el medio de cultivo fundido
y se deja solidificar. Esta técnica consiste en dibujar estrias perpendiculares
sobre el medio solidificado y en los cuatro puntos cardinales de la placa de Petri
lo més separado posible para identificar diferentes morfologias en los
crecimientos de bacterias.

Ademas de las técnicas de siembra antes mencionadas existen las descritas por
Rojas (2011):

e Siembra masiva: es un método para obtener un gran numero de
microorganismos (Incremento del inéculo) en la superficie del medio de cultivo.
Se utiliza un hisopo, el cual pasa por toda la superficie del medio de la placa de
Petri en distintas direcciones y finalmente por el borde, para que el crecimiento
del microorganismo sea total en la superficie del medio de cultivo.

e Siembra por puncion: utilizado generalmente para observar el crecimiento de
hongos y asi mas adelante establecer su morfologia; asi como para la
trasferencia o subcultivo. Consiste en tomar parte del micelio con un asa
micoldgica (asa recta) y por una puncion suave en el centro de la placa de Petri,
inocular el microorganismo a estudiar. Dependiendo del objetivo, pueden
hacerse multiples picaduras en el medio de cultivo (varios puntos de siembra).

I0T;
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3.3 Identificacion morfolégica microbiana

La identificacion bacteriana se basa fundamentalmente en la comparacion de las
caracteristicas fenotipicas de bacterias desconocidas con aquellas de cultivos tipo.
La fiabilidad de la identificacion estd en proporcion directa al numero de
caracteristicas similares. En el proceso de identificacion bacteriana tradicional se
establecen tres niveles de procesamiento:

1. Es importante tener en cuenta todas las caracteristicas fenotipicas cuando se
inicia el proceso de identificacion, pero en principio se seleccionan aquellas que
se consideran pruebas primarias y que son rapidas y sencillas de realizar, como
la morfologia en la tincion de Gram.

2. El segundo nivel de identificacion debe especificar el género al que pertenece
el microorganismo. Tanto en este nivel como en el anterior, la hipétesis sobre la
probable identidad de un microorganismo se apoya en las caracteristicas del
cultivo.

3. En definitiva, la conclusién debe hacerse a nivel de especie. El empleo de ciertas
pruebas bioquimicas permite identificar con un alto grado de precision la
mayoria de las bacterias significativas (Fernandez et al., 2010).

La identificacién de los hongos se basa en tres caracteres fundamentales:

1. El aspecto macroscopico de las colonias y su observaciéon microscoépica, que
permite confirmar si se trata de hongos levaduriformes o filamentosos.

2. Las caracteristicas bioquimicas, utiles para la identificacion de las levaduras.

3. La morfologia microscépica, que permite identificar los hongos filamentosos
(Prats, 2005).

3.3.1 Morfologia macroscopica: estudio de la colonia

La mayoria de las bacterias se multiplican rapidamente y son visibles como colonias
cuando se siembran en medios de cultivo sélidos adecuados. Requieren una
incubacién de aproximadamente 24 h en una atmosfera que favorezca su desarrollo,
a temperatura Optima.

Las colonias pueden caracterizarse macroscOpicamente a como se ilustra en la
Figura 2:

Forma: circular (Staphylococcus), filamentosa o irregular (Bacillus).
Borde: en sierra o dentados (Yersinia pestis), ondulado (caracteristico de los
bacilos largos como Bacillus anthracis) o lisos (Escherichia coli).
Superficie: plana, convexa, mamelonada, umbilicada, entre otros.
Comportamiento frente a la luz: brillante (Streptococcus) u opaca
(Staphylococcus).

e Olor: pueden presentar olores particulares como el frutal de Pseudomonas
aeruginosa o el putrefacto de los microorganismos anaerobios.

e Consistencia: lisa, mucoide, rugosa, entre otras (Vargas y Kuno, 2014).
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Forma
Puntiforme Circular  Fusiforme Irregular Rizoide Filamentosa
Elecvacion

Plana Elevada Convexa Umbeliforme
Borde

Entero Ondulado Aserrado Lobulado Filamentosa Rizado

Figura 2. Diferentes morfologias macroscépicas de las colonias bacterianas, sembradas en medios
sélidos (Fuente propia).

La identificacion de los hongos filamentosos se inicia con la observacion
macroscopica de la colonia. Esta observacion permite determinar las siguientes
caracteristicas:

e Aspecto de la colonia: algodonosa, aterciopelada, brillosa, granulosa, lanosa,
plumosa, polvosa y vellosa.
¢ Pigmentacion de la colonia en anverso y reverso de la placa de Petri o
pigmentacion difusible en el medio: abarca una gama de colores (amarillo, azul,
blanco, gris, negro, rojo, verde, etc.).
e Topografia de la colonia:
- Forma: circular, filamentosa e irregular.
- Elevacion: elevada y limitada, plana y extendida y umbilicada.
- Margen: desflecado, entero, lobulado y rizoide.
- Superficie: cerebriforme, con surcos radiados y plegada.
- Tamafio: crecimiento invasivo o crecimiento limitado.
e Produccion de exudado.
e Consistencia: blanda, dura, elastica y mucoide (Mier et al., 2002).

La observacion macroscopica de las levaduras permite identificar algunas de sus
caracteristicas morfologicas. Las Levaduras dan lugar a colonias semejantes a las
bacterias, suelen ser de color blanco crema, casi lisas (Candida albicans) o de
aspecto seco y plegadas (Candida krusei), con algunas excepciones que forman
micelio (Geotrichum, Trichosporon), las colonias mucoides sugieren la formacion de
capsula (Cryptococcus neoformans). Las colonias de color rojo-naranja de aspecto
Ccremoso 0 rugoso son propias de las especies del género Rhodotorula (Prats, 2005).
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3.3.2 Morfologia microscopica: estudio de la célula

Morfologia microscépica bacteriana

Cuando se requiere conocer los detalles morfoldgicos de las bacterias es necesario
recurrir a técnicas de coloracion y observacion al microscopio. Las bacterias al ser
observadas al microscopio poseen diversas morfologias celulares que permite
clasificarlas en los siguientes tipos (Figura 3):

e Cocos: células de forma redondeada. Estas bacterias pueden agruparse de
dos en dos (diplococos), en cadenas (estreptococos), en forma de racimos
(estafilococos), en forma de cubos (sarcina) o de cuatro en cuatro (tétradas).

e Bacilos: células con forma de baston alargado. Algunas células adoptan una
forma intermedia entre coco y bacilo, por lo que se denominan cocobacilos.
Las bacterias con forma de bacilo también pueden agruparse formando filas
de dos (diplobacilos) o filas mas alargadas (estreptobacilos).

e Vibrios: células con forma de coma.

e Espirilos: células con forma de espiral.

e Espiroquetas: células de forma serpenteante (Vargas y Kuno, 2014).

COCOS BACILOS OTROS
Estreptococos
(Streptococcus -

Diplococos
{Streptococcus
preumoniae)

Vibrio
Vibnio cholerse)

4 = L :
\, \ l
) ' Espinlo
(Helcobacter pylori)
Bacilo ﬂagelodo
(Salmonella typhi)
Nv

Estreptobacilo

(Bacllus anthracss)

Tétradas

Estafilococos Sarcina 8 ;
{Staphylococcus (Sarcna o k\z_— .Os.né,g:, ik Espiroqueta
aurous) ventoculy) b;):u‘!-num) (Treponema palikdum)

Figura 3. Tipos de morfologias y agrupaciones celulares bacterianas (Porres y Ruiz, 2018).

La coloracion de Gram es la mas usada en bacteriologia, es una coloracion
diferencial, dado que las bacterias pueden clasificarse segun su respuesta en Gram
positivas 0 Gram negativas. Las primeras se tifien de color azul violeta y las segundas
adquieren un color rosado o rojo. La diferente reaccion de las bacterias a la coloracion
de Gram se relaciona con diferencias fundamentales de la membrana celular de estas

dos clases de células.
A
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El procedimiento (Figura 4) se inicia con una tincion de las células bacterianas fijadas
(frotis) mediante el colorante basico cristal violeta. Posteriormente se trata con una
disolucién de yodo, que a su vez forma un complejo con el cristal violeta insoluble en
agua y sOlo medianamente soluble en alcohol o acetona. Seguidamente las células
se tratan con alcohol para diferenciarlas: las células Gram positivas retienen el
complejo colorante-yodo, por lo que las vemos de color morado-azules; y las células
Gram negativas son decoloradas por el alcohol, por lo que se hacen visibles mediante
la coloracion de contraste, en este caso la fucsina o safranina (Lopez-Jacome et al.,
2014).

B o genciana
B voio

[ Asconor

B satranina

© Apicacion do ©) Asicacen do © taasoconaiohol ) Apicacion de satranina
vIolota 00 genciana youo (mordente) (0ecoloracion) (coloranto do contrasto)
(coloranto violeta)

Figura 4. Proceso de la técnica de tincion de Gram y la reaccién de la pared de celular bacteriana
(Tortora et al., 2007).

Morfologia microscopica de hongos

La identificacion de los hongos filamentosos se hace en base a las observaciones
microscoépicas de determinadas estructuras caracteristicas del hongo; el aspecto de
las colonias y fundamentalmente por la morfologia microscépica del micelio, de las
esporas y de las estructuras en las que se forman (conidiéforos) (Figura 5), que
suelen ser caracteristicas del género o incluso de la especie. Para la observacion
microscoépica de las colonias filamentosas, se toma un pequefio fragmento de la
misma, cortando con el asa micologica o se recoge parte del micelio aéreo tocando
la superficie de la colonia con la cara adhesiva de un fragmento de cinta adhesiva
transparente que se transfiere a un portaobjetos. La técnica de la cinta adhesiva (celo)
permite una mejor observaciéon de la morfologia y la disposicion optima de las
estructuras de reproduccion asexual, resultando el método de eleccidn si se pretende
la identificacion de los hongos filamentosos (Prats, 2005).
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Figura 5. Estructuras de los conidiéforos caracteristicos de algunos géneros de hongos filamentosos
(Garcia, 2004).

Scopulariopsis

Los hongos levaduriformes se identifican fundamentalmente mediante pruebas
metabdlicas, aunque determinados aspectos de su morfologia microscépica son
complementarios y se determinan por la observacion microscépica. Las células de
las levaduras son relativamente grandes (si se compara con una bacteria comuan),
una levadura tipica tiene forma ovoide pero también las hay alargadas, esféricas, de
forma de pera o de limén o incluso triangulares (Figura 6). Cada especie tiene su
forma caracteristica, pero en un cultivo puro se puede observar que existen cierta
variacion en el tamafio y la forma de las células, variacion que puede depender de la
edad del cultivo y del medio donde se encuentren (Garcia, 2004).

06 0g /29 0<>

Ovaladas Alimonadas Alargadas Piriformes
Figura 6. Diversas formas celulares de las levaduras observadas en el microscopio (Garcia, 2004).

La estructura de una levadura es la de una tipica célula eucariota. Al microscopio
puede ser observada la pared celular, el citoplasma con vacuolas, glébulos de grasas
y granulos metacromaticos. Las levaduras no poseen flagelos ni otro 6rgano de
locomocion, pero algunas pueden presentar un material viscoso, compuesto de
polisacéaridos, que rodea la célula y que es semejante a la capsula bacteriana (Garcia,
2004). ElI examen microscoépico de los cultivos se efectiia haciendo una suspension
de la colonia en una gota de solucion salina o solucion buffer depositada sobre un
portaobjeto y observada en fresco, contrastandola con azul de lacto fenol u otros
colorantes, también se puede fijar y tefiir por la técnica de tincion de Gram (Prats,
2005).

IF1;
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3.4 Identificacion molecular microbiana

Los métodos establecidos en biologia molecular se consolidan con el uso de
procedimientos y reactivos, los cuales detectan determinadas secuencias de ADN
gue son propias de un microorganismo. Los datos moleculares han permitido estudiar
con precision los patrones de diversidad genética y su distribucion; la composicion,
funcionamiento y dindmica de comunidades microbianas; las relaciones filogenéticas,
entre otros. La técnica de identificacion molecular mediante el analisis del ARNr 16S
u otros genes se basa en la amplificacién gendmica y secuenciacion de esos genes
o sus fragmentos (Figura 7). EI medio de cultivo o las condiciones de incubacién no
son factores determinantes, pero si son factores criticos para la técnica de extraccion
del ADN vy la amplificacion. Los analisis moleculares de ADN implican desde la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés, Polymerase
Chain Reaction) hasta el andlisis bioinformatico (Rodicio y Mendoza, 2004).

Aislado microbiano Extracciéon de ADN

| =
Secuenciacion S

-2
- —
de ADN ‘ 120 g}
__' @7 AAATCTGGTY
D @

Analisis de secuencias Correlacion filogenética

Amplificacion
de ADN

Je“esanos

Figura 7. Esquema del proceso de identificacion microbiana por via molecular, mediante secuencias
del ADNr (Fuente propia).

3.4.1 Extraccion de ADN

La colecta de la muestra y su manejo adecuado son indispensables para una
extraccion exitosa de ADN. Una colecta y manejo apropiado de la muestra permite
obtener ADN integro y sin contaminantes, los cuales afectan la accion de las enzimas
durante la reaccién de amplificacion. El ADN gendmico se extrae a partir de las
células totales mediante diferentes métodos estandares o sistemas comerciales con
versatilidad sobre el tipo de muestra o de matriz, en el caso de tratarse de una
muestra alimentaria o ambiental. Dependiendo del tipo de microorganismo se pueden
aplicar modificaciones que optimicen o simplifiguen la extraccibn cromosomica

(Rodicio y Mendoza, 2004).
]
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3.4.2 Amplificacion de ADN

La PCR permite amplificar mas de un millon de veces un ADN obtenido a partir de
una region seleccionada del genoma, siempre y cuando se conozca una parte de su
secuencia de nucleotidos. En un termociclador, el ADN se utiliza como molde para la
amplificacion por PCR de una secuencia del ARNr 16S con un rango de tamafio entre
500-1500 pb (o de otro tamafio si se analizan otros genes), con oligonucledétidos
(primers por su nombre en inglés) de amplio espectro complementarios a las regiones
conservadas, que amplificaria teéricamente el gen ARNr 16S en todas las bacterias.

Los oligonucleotidos actian como cebadores para la sintesis in vitro del ADN, la cual
esta habitualmente catalizada por una enzima llamada Taq polimerasa. Dicha enzima
se aisla de una bacteria termofila, denominada Thermus aquéticus, que es capaz de
crecer a temperaturas elevadas (79-85°C). Ninguno de los oligonucleétidos o
cebadores utilizados en la actualidad se considera totalmente universal, por lo que no
se puede realizar una recomendacion especifica de cebadores que garanticen la
amplificacion de todos los procariotas (Acufia, 2015; Rodicio y Mendoza, 2004).

3.4.3 Secuenciacion de ADN

La secuenciacion del ARNr es el método de eleccién para determinar relaciones
taxon6micas altas, debido a que la molécula de ARNr 16S contiene regiones
altamente variables, es usualmente posible encontrar regiones de 20 a 30 bases que
son completamente exclusivas de una sola especie de bacterias. La secuenciacion
es un proceso analogo a la PCR, que utiliza el ADN como molde para que los
cebadores directo y reverso actien en reacciones independientes. Estos cebadores
pueden ser los mismos cebadores de amplificacién u otros disefiados para esta etapa
del ensayo. A diferencia de la PCR, no se genera un nuevo molde, sino que se
reutiliza en los ciclos programados (25-35). Se afiaden bases marcadas con
fluorocromos o terminadores y bases no marcadas, que se irdn incorporando
aleatoriamente a la sintesis de la secuencia, por lo que al final se obtiene una mezcla
de productos de ADN de diferentes tamafios. Cada base (Adenina, Timina, Guanina
y Citosina) se marca con un fluorocromo diferente que absorbe a diferente longitud
de onda, detectandose posteriormente.

Los términos no incorporados se eliminan mediante la purificacién del producto y el
tamafio de cada uno se determina mediante electroforesis capilar. Segun se va
conociendo el tamafio y el terminador de cada fragmento (separados en gel o por
elucién) se determina la secuencia de bases representadas cada una por un color
diferente y se editan de forma manual o automatica. Las cadenas de ADN se
secuencian independientemente, generandose la secuencia directa y la reversa
(complementaria). Segun el modelo de secuenciador, el tipo de capilar utilizado y las
variables en la secuenciacion, es posible simplificar el proceso, reducir el tiempo de
ensayo y el costo y aumentar el tamafio de la secuencia a analizar (500-900 bases)

(Rodicio y Mendoza, 2004).
]
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3.4.4 Andlisis bioinformético

Con la réapida acumulacion de datos moleculares proporcionados por los
procedimientos de secuenciacion, principalmente secuencias de proteinas o de ADN
provenientes de diversos organismos, el estudio de la evolucion a nivel molecular ha
requerido el uso intensivo de los ordenadores que permiten el manejo de grandes
cantidades de informacion. La bioinformatica es una disciplina que se encuentra en
la interseccion entre las ciencias de la vida y de la informacion. Trata de desarrollar
sistemas que sirvan para entender el flujo de informacion desde los genes a las
estructuras moleculares, su funcion bioquimica, conducta bioldgica, etc. Si bien
algunos restringen el rango de estudio de la bioinformatica al manejo y analisis de
bases de datos biologicas, principalmente de secuencias, podria atribuirsele en
sentido ma&s amplio, como la fusion de las técnicas computacionales con el
entendimiento y apreciacion de datos biologicos, el almacenamiento, recuperacion,
manipulacion y correlacién de datos procedentes de distintas fuentes (Acufia,2015).

Analisis de secuencias

El andlisis de la secuencia de ADN es el descubrimiento de similitudes funcionales y
estructurales y las diferencias entre multiples secuencias bioldgicas. Esto puede
hacerse comparando las nuevas secuencias (desconocidas) con las bien estudiadas
y anotadas (conocidas). Cabe destacar que este andlisis incluye la alineacion de
secuencias, la busqueda en la base de datos de secuencias, el descubrimiento de
patrones, la reconstruccion de las relaciones evolutivas y la formacion y comparacion
del genoma (Meneses et al., 2011).

La comparacién de las secuencias del gen ADNr 16S permite establecer relaciones
filogenéticas entre organismos procariotas, de forma similar las regiones ITS y
D1/D2/D3 permite hacer lo mismo en eucariotas. Esto ha traido una gran repercusion
en la taxonomia microbiana, ya que ha dado lugar al sistema de clasificacion actual
gue ha permitido la identificacion rapida y precisa tanto de procariotas como de
eucariotas. Las moléculas del ADNr 16S e ITS estan presentes en todas las bacterias
y en todos los eucariotas respectivamente, su analisis es por tanto, un instrumento
de identificacion universal, una de las caracteristicas que las hace tan util es que su
estructura y funcién han permanecido sin mayores alteraciones durante un tiempo
muy largo, de manera que cualquier cambio en la secuencia refleja sobre todo
cambios aleatorios que ocurren de una forma suficientemente lenta, de modo que
puede aportar informacion acerca de todos los procariotas a través de la escala
evolutiva (Rodriguez, 2013; Rodicio y Mendoza, 2004).

Correlacion filogenética

La filogenia es el estudio de las relaciones evolutivas. Un analisis filogenético indica
las relaciones evolutivas entre las especies, cuales descienden de ancestros
comunes y cuales son las distancias entre ellas. Los meétodos filogenéticos
reconstruyen arboles en los que las ramas y los nodos unen a los diferentes taxones,
gue pueden ser especies, individuos, genes, etc. Al recorrer las ramas desde los
nodos terminales hacia el nodo original, recorremos la historia evolutiva de ese gen
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u organismo (Acufia, 2015). Los arboles agrupan los organismos, de manera que todo
lo que hay alrededor de un nodo es considerado un grupo monofilético, es decir, que
todo el grupo se originan de un Unico ancestro comun y por tanto pueden poseer
rasgos comunes, cuando se presenta que un grupo excluye a algunos de sus
descendientes se denomina parafilético (Baudalf, 2003).

Los arboles filogenéticos se pueden construir a partir de alineamientos multiples de
secuencias. En este caso se asume que cada posicion en el alineamiento es
homologa; por lo tanto, construir un buen alineamiento es esencial para la resolucion
del arbol. La mayoria de los programas de alineamiento ofrecen una solucion
suboptima (la mejor posible utilizando pocos recursos del sistema), en consecuencia,
resulta conveniente revisar los alineamientos antes de realizar los arboles. En general
los problemas suelen acumularse en las regiones mas variables en las que hay
muchas sustituciones o gaps, en estos casos se podrian estar incluyendo posiciones
gue no son homodlogas de modo que se estaria introduciendo una informacién no
correcta en el analisis; por consiguiente, la revisibn de los alineamientos se ha
realizado con programas desarrollados para tal fin. Para la construccion de arboles
filogenéticos a partir de métodos taxondmicos basados en secuencias, solamente
una secuencia es requerida para identificar el organismo en términos de su tipo
filogenético (Acufia, 2015).

3.5 Aplicaciones biotecnoldgicas de los microorganismos

Los microorganismos se consideran clave para el funcionamiento de los sistemas
bioldgicos y el mantenimiento de la vida, ya que participan en procesos metabdlicos,
ecolégicos y biotecnoldgicos, los cuales permiten satisfacer la demanda de alimentos,
medicamentos y resolver problemas ecoldgicos y de contaminacion ambiental. En
otras palabras, parte de la actividad biol6gica esencial que permite la vida depende
de los microorganismos. Algunos de los servicios ecosistematicos que proveen los
microorganismos son los siguientes:

Descomposicién y mineralizacion de desechos organicos (materia organica).

Regulacion de los ciclos biogeoquimicos (nitrdgeno, fésforo, azufre, etc.).

Retencion y liberacion de nutrientes para las plantas.

Generacién, mantenimiento y renovacion del suelo y su fertilidad; recuperacion

de vegetacion en ecosistemas degradados.

¢ Regulaciéon atmosférica de gases traza (producciéon y consumo de COz2, N20,
N2, etc.).

¢ Regulacion de las poblaciones de animales y plantas.

e Control de plagas agricolas y urbanas.

¢ Sintesis de productos farmacéuticos, alimenticios, industriales y de control
bioldgico.

¢ Mantenimiento de la productividad primaria de agroecosistemas y ecosistemas

(Montafio, 2010).
]
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El aprovechamiento cientifico de los microorganismos se menciona en la
biotecnologia la cual se define como un area multidisciplinaria que puede ser aplicada
en diferentes &mbitos. El desarrollo de procesos cientificos y tecnolégicos sobre la
estructura y transformaciones de los materiales biolégicos han puesto de actualidad
esta area, no solo por los nuevos productos o transformaciones, sino también por la
aplicacion de estos conocimientos a procesos tradicionales (Rendueles y Diaz, 2014).

La biotecnologia verde es aquella aplicada a la agricultura, ejemplo de ello es el
disefio de plantas transgénicas capaces de crecer en condiciones ambientales
desfavorables, plantas resistentes a plagas, a enfermedades, cultivos mejorados y el
desarrollo de usos no alimentarios de los cultivos, como la produccién de
biocombustibles, en todos estos procesos participan también lo microrganismos. La
biotecnologia blanca o industrial es la produccion sustentable de quimicos, materiales
y combustibles a partir de fuentes renovables, usando células vivas o sus enzimas
como catalizadores industriales y se define como un campo multidisciplinario que
abarca las ciencias de la vida, de la quimica y de la ingenieria. Los procesos que
utilizan biotecnologia blanca cubren ya el 5 % de los procesos quimicos en todo el
mundo, siendo los sectores de la quimica fina y de la quimica basica los que
presentan mayor avance en la transicion de los procesos tradicionales a los procesos
con biotecnologia (Oliart et al, 2016).

3.5.1 Aplicaciones en la agricultura

La produccién agricola actual requiere de estrategias que reduzcan los insumos de
agua, fertilizantes y fitosanitarios, para asegurar el rendimiento vegetal a un costo
relativamente bajo, sin deterioro de la fertilidad del suelo. Las bacterias actualmente
son aplicadas como inoculantes microbianos para potenciar los fenémenos de control
biolégico, o bien favorecer los procesos de biofertilizacion y fitoestimulacion.

Biopesticidas

Para superar los peligros asociados al uso de plaguicidas quimicos, se esta
adoptando cada vez mas el uso de productos derivados de fuentes naturales, de
origen vegetal o microbiano. En la Tabla 1 se enumeran algunas de las sustancias
antifingicas y antibacterianas producidas por cepas bacterianas consideradas
agentes de control biolégico, y la enfermedad vegetal frente a la cual son efectivas.
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Tabla 1. Antibioticos relevantes producidos por agentes microbianos de control

bioldgico.

Antibiético Cepa Patégeno Enfermedad
2,4-diacetil- Pseudomonas Pythium spp. Marchitamiento fangico
floroglucinol fluorescens
Agrocina 84 Agrobacterium Agrobacterium Tumores

radiobacter tumefaciens
Bacilomicina, Bacillus Fusarium oxysporum Marchitez

fengicina

Xantobacina A

amyloliquefaciens

Lisobacter sp

Aphanomyces cochlioides

Marchitamiento fangico

Gliotoxina Trichoderma virens Rhizoctonia solani Pudricién de la raiz

Herbicolina Pantoea Erwinia amylovora Fuego bacteriano
agglomerans

lturina A Bacillus subtilis Botrytis cinerea Marchitamiento fungico

Rhizoctonia solani

Micosubtilina Bacillus subtilis Pythium aphanidermatum Marchitamiento flingico

Fenacinas Pseudomonas Gaeumannomyces Enfermedad del pie,
fluorescens graminis var. tritici pudricién de la raiz

Pirrolnitrina, Burkholderia cepacia Rhizoctonia solani Marchitamiento flngico,

pseudano Pyricularia oryzae quemazon

Zwittermicina A

Bacillus cereus

Phytophthora medicaginis

Marchitamiento fungico

Fuente: Lépez et al. (2018)
Bioestimulantes y biofertilizantes

Los bioestimulantes vegetales contienen sustancias y/o microorganismos cuya
funcién en las plantas o la rizosfera es estimular los procesos naturales para mejorar
la absorcién de nutrientes, la tolerancia al estrés abiético y la calidad del cultivo. Los
mecanismos utilizados por este tipo de bioproductos son muy diversos, y van desde
mejorar la eficiencia del metabolismo vegetal para inducir aumentos en el rendimiento
y en la calidad del cultivo, a aumentar la tolerancia de la planta a los distintos estreses
bidticos y abitticos, pasando por facilitar la asimilacion, translocacion y uso de
nutrientes, mejorar los atributos de calidad de los productos, como el contenido de
azucar, color o textura, hacer que el uso del agua sea mas eficiente o mejorar ciertas
propiedades fisicoquimicas del suelo o fomentar el desarrollo de los microorganismos
rizosféricos.

Se acepta que los biofertilizantes son mezclas complejas de origen biolégico, como
abonos o compost, obtenidos de transformaciones principalmente aerébicas de la
materia organica a partir de residuos vegetales. Debido a su origen, los biofertilizantes
contienen niveles suficientes de nutrientes vegetales (nitrogeno, fosforo, potasio,
calcio y magnesio) y microorganismos que son capaces de producir el
enriquecimiento en nutrientes del suelo, mejorando su disponibilidad para los cultivos.
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3.5.2 Aplicaciones en la industria

Este apartado se centra en tres tipos de productos que presentan un amplio numero
de aplicaciones: las enzimas microbianas como elementos catalizadores de diversos
procesos, los acidos organicos y biopolimeros por su aplicacion emergente en
quimica verde y en produccion de nuevos materiales, y la produccion de bioenergia
y biocombustibles, que contribuira a la demanda energética renovable actual.

Enzimas microbianas

Entre las enzimas actualmente comercializadas, el 50 % son producidas por hongos
y el 35% por bacterias. El nimero de enzimas microbianas descritas asciende a unas
cuatro mil y los microorganismos productores son muy diversos, destacando por
volumen actual de produccion la bacteria Bacillus subtilis y el hongo Aspergillus
oryzae. Alrededor de ciento cincuenta procesos industriales emplean enzimas
microbianas y unos quinientos productos industriales se fabrican mediante su uso,
siendo la industria de procesado de alimentos y bebidas el principal campo de
aplicacion actual, en la Tabla 2 se muestran las principales enzimas empleadas por
el sector industrial.

Biocompuestos y biopolimeros: nuevos materiales

Actualmente, los acidos organicos mas importantes en cuanto a volumen de
produccién son los &cidos acético, lactico, itaconico, succinico y citrico. Los
microorganismos y sus enzimas, se han constituido como elementos claves en la
produccion de estos compuestos y de otros que permiten la creacion de nuevos
procesos de sintesis. En la Tabla 3 se muestran las alternativas biotecnolégicas para
la produccién de los acidos organicos con mayor potencial, asi como sus principales
aplicaciones.

Bioenergia y biocombustibles

El biocombustible microbiano de mayor proyeccion es el bioetanol, pero a él se unen
otros biocombustibles liquidos como el butanol y el 2,3 butanodiol. Adicionalmente
otros productos microbianos tales como el metano, el hidrégeno o el biohitano
(mezcla de metano e hidrégeno) constituyen fuentes notables de bioenergia.
Finalmente, los microorganismos capaces de transferir electrones extracelularmente
se incorporan en los sistemas denominados células microbianas de combustible
(MFC, por sus siglas en inglés) que permiten la produccion directa de electricidad
(bioelectrogénesis) (Lopez et al., 2018).

ICT;
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Tabla 2. Principales enzimas microbianas con aplicacion industrial.

Enzima Microorganismo productor Aplicacion
Amilasa Bacillus amyloliquefaciens, e Germinacion de cereales en cerveceria
Bacillus licheniformis, Aspergillus e Produccién de jarabe de maiz y glucosa
oryzae, _ _ e Tratamiento de frutas y zumos para eliminar el almidén de la pectina
Aspergillus niger, Rhizopus e Preparacion de productos de panaderia
¢ Modificacion del almidén para recubrimiento de papel
Proteasa Bacillus licheniformis, Bacillus e Tratamiento de la cerveza

Glucosa oxidasa

Pectinasas

Celulasa

Lipasa

Fitasa

Hemicelulasas

Catalasa

spp., Aspergillus spp.

Aspergillus niger, Penicillum spp.

Aspergillus niger

Clostridium, Cellulomonas,
Thermomonospora, Trichoderma,

Rhizopus spp., Aspergillus,
Penicillium, Geotrichum,
Aspergillus spp.

Trichoderma, Penicillium
Aspergillus

Aspergillus spp.

o Hidrdlisis de la proteina de la leche

Preparacion de leche evaporada
Preparacion del cuero

Eliminacion de oxigeno en alimentos
Fabricacion de dentifricos

Clarificacion, filtracién y condensacién de frutas y zumos
Prensado, clarificacion y filtrado del vino
Produccion de leche sin lactosa, concentrados lacteos y helados

Destefiido de papeles para reciclado
Destefiido de prendas vaqueras
Preparacion de detergentes

Limpieza de lentes de contacto
Detergentes desengrasantes
Maduracién del queso

Liberacion de fosfato para alimentacién animal

Preparacion de concentrados de café

Hidrélisis de la celulosa de biomasa para producir glucosa (bioetanol)

Biolimpieza en la industria textil

Fuente: Lépez et al

. (2018)
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Tabla 3. Produccién microbiana de &cidos organicos relevantes en la produccion de nuevos materiales.

L . Aplicaciones
Compuesto Produccidn biotecnolégica

Industria Propiedades Producto
Acido acético  Produccion de vinagre con Alimentaria Acidulante y preservativo Aditivo alimentario (E260)
Acetobacter o Gluconobacter
(oxidacion incompleta del Quimica y Sintesis de Acetato de polivinilo Pinturas y barnices
etanol a acetato) :
materiales (PVAC)
Sintesis de Acetato de celulosa Filtros de cigarros, films y otros

productos plasticos

Acido lactico  Fermentacion de Alimentaria, = Regulador del pH, agente Multiples
carbohidratos cosmética, antimicrobiano, saborizante,
(glucosa y otros) por farmacéutica humectante y agente para limpieza

Lactobacillus o
Saccharomyces (modificado

enéticamente) Quimica y Sintesis de polimeros: Acido Plastico biodegradable sustituto
9 materiales polilactico (PLA) de plasticos convencionales
Acido Fermentacion de glucosa por  Industria Aditivo y suplemento alimentario, Aditivo alimentario (E 363)
succinico Escherichia coli alimentaria regulador de la acidez y saborizante
recombinante, Basfia
succiniciproducens y - Quimica y Sintesis de polimeros (resinas) y Resinas, plastificantes,
Saccharomyces cerevisiae : . I
. materiales uso directo flexibilizantes y solventes de
recombinante .
pinturas
Acido Cultivo de Aspergillus terreus  Quimica y Sintesis de polimeros Polimeros super absorbentes,
itacénico o Aspergillus itaconicus en materiales resinas, plasticos, fibras
glucosa o melazas sintéticas.
Potencial reemplazo de
Metacrilato
Acido adipico  Escherichia coli Quimica y Sintesis de polimeros Nylon
Saccharomyces cerevisiae materiales

Fuente: Lépez et al., (2018)
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IV. METODOLOGIA

4.1 Ubicacioén del estudio

La aplicacion de las técnicas de aislamiento, purificacion e identificacion microbiana
para la busqueda de microorganismos utiles en la agricultura y la industria a partir de
ecosistemas artificiales, se realizaron en las instalaciones del Laboratorio de
microbiologia de aguas del Programa de Investigacion Estudios Nacionales y
Servicios del Ambiente (PIENSA) de la Universidad Nacional de Ingenieria (UNI),
ubicado en el Recinto Universitario Simon Bolivar, Interseccion Pista Juan Pablo 11y
Avenida Universitaria, Managua, Nicaragua. Los microorganismos seleccionados
para la identificacion fueron enviados al Centro de biologia molecular de la
Universidad Centroamericana (UCA) y al Laboratorio de biotecnologia de la
Universidad Nacional Autbnoma de Nicaragua-Managua (UNAN-Managua) donde se
contrataron los servicios de extraccion de ADN gendmico. Luego fueron enviados a
la Compafiia Macrogen, ubicada en Seoul, en la Republica de Corea del Sur para su
respectiva secuenciacion. Una vez recibidas las secuencias el proceso de
identificacion se extendio a las actividades de bioinformatica en el PIENSA-UNI.

4.2 Descripcion de los sitios de muestreo

En el municipio La Libertad (Figura 8), ubicado en el departamento de Chontales,
jurisdiccion de la Region Central del pais, se hizo un reconocimiento de la zona para
determinar los sitios de muestreo. Segun el Instituto Nicaragliense de Tecnologia
Agropecuaria (INTA, 2013) el municipio presenta condiciones medioambientales
favorables para la produccion, hecho que le confiere ser un territorio donde se
desarrollan diversas actividades econdmicas como la ganaderia, agricultura, mineria,
etc., y ademas, el albergue de un inestimable nimero de especies microbianas que
precisan de esas condiciones de vida para su subsistencia.

Figura 8. Vista panoramica del municipio La libertad-Chontales en la Region Central de Nicaragua
(Fuente propia).
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4.2.1 Quesera artesanal para la produccion de lacteos

En La Libertad el procesamiento de la leche de ganado bovino se hace de manera
artesanal; el Sr. Pedro Lazo ganadero y productor de derivados lacteos en el
municipio, asegura que los mismos ganaderos y productores se asocian en
cooperativas para formar centros de acopio de leche y procesarla artesanalmente.
En la primera jornada de muestreo se dispuso de una quesera artesanal (Figura 9 A)
que procesaba diariamente 200 L de leche, lo que se traduce en un volumen de
produccion aproximado de 30 kg de queso fresco y 12 L de crema. La leche (materia
prima) era fresca recién salida del ordefio y almacenada en canoas plasticas, para
luego pasar a la operacion de descremado, donde se obtiene la crema y como
subproducto leche descremada, que posteriormente es mezclada con una igual
cantidad de leche fresca, sal y codgulo. Una vez efectiva la coagulacion enzimética,
el queso es trasladado a un recipiente metalico que tiene la funcién similar a la de un
filtro prensa, transcurridas 18 h de filtracion se producen los 30 kg de queso fresco y
como subproducto lactosuero salado y un remanente de lactosuero simple
fermentado, los cuales son trasegados desde el area de filtrado hasta una pila de
aguas residuales a través de un canal que yace en el piso de concreto de la quesera.

4.2.2 Planteles mineros para la extraccion de oro

Todos los planteles mineros para la extraccion de oro en La Libertad, estan asociadas
al organismo conocido como COOPEMILICH (Cooperativa de pequefios mineros de
La Libertad-Chontales), que regula la distribucién de la materia prima para dicho
proceso; segun el Sr. Juan Carlos Chavarria presidente de la cooperativa y
propietario de uno de los planteles, la pequefia mineria tiene derecho a explotar el
1% de las concesiones aprobadas a las industrias mineras. En este muestreo se
exploraron dos planteles mineros con un alcance particular de produccién de 12 g de
oro promedio por cada tonelada de broza procesada. La broza es la materia prima de
este proceso que llega desde la beta (mina) hasta los plateles en grandes tamafios
(rocas), por lo cual es fragmentada en pequefios pedazos con un cincel de forma
manual, para ser finalmente molida en las rastras (Figura 9 B).

Figura 9. Sitios de muestreos. A. Descremado de la leche fresca en la quesera artesanal y B.
Extraccion de oro en los planteles mineros (Fuente propia).
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El proceso inicia en las rastras; una tasa de concreto circular que es alimentada
gradualmente por la broza y por un flujo constante de agua de pozo, el sistema de
arrastre instalado en el centro de la tasa de concreto tritura la broza hasta formar un
lodo que conforme la agitacion del agua y la accion del azogue (Mercurio) hace que
las particulas invisibles del mineral se precipiten, el lodo que se genera es trasegado
hacia un dique de colas; un sistema de diez pilas de sedimentacion, el cual recibe
tratamiento semanal para mitigar la contaminacién ambiental con Mercurio. Las colas
o lamas son retirados periddicamente de las pilas y se depositan en el patio del plantel
para su comercializacién. Con el mismo principio de funcionamiento el segundo
plantel minero lo conforman tres rastras; sin embargo, las aguas residuales del
proceso son drenadas directamente al ambiente a través de un canal natural.

4.3 Toma de muestras

En cada sitio de muestreo, las condiciones desde la recoleccion hasta la culminacion
del experimento se deben considerar, debido a que la temperatura, la disponibilidad
de oxigeno, la humedad y el almacenamiento afecta la microbiota y los bioprocesos
que en ella intervienen. Por tanto, los procedimientos de muestreo tienen que
asegurar que el niamero y las actividades de los microorganismos no se alteren, de
manera no cuantificable durante la recoleccién y conservacion de la muestra.
También tienen que asegurar que las muestras son representativas y que no estan
contaminadas con microorganismos extrafios; es decir, el procedimiento debe
asegurar que los microorganismos solo proceden del ecosistema que se esta
examinado (Arias y Pifieros, 2008). Los muestreos se realizaron aplicando el sistema
de muestreo aleatorio simple, que consiste en tomar una porcion de la muestra de
manera independiente con respecto al tiempo y espacio (Pacheco y Cabrera, 2011).
Las muestras sélidas se tomaron con una pala metalica estéril (Figura 10 A) y las
muestras liquidas con vasos de precipitado estériles (Figura 10 B), para evitar la
contaminacion cruzada. En el transporte de las muestras se utilizaron bolsas de
cierre hermético de 100 mL y tubos conicos estériles de 50 mL y se almacenaron en
condiciones de refrigeracién a 10°C en un termo portétil. En la toma de muestras se
definieron los puntos de muestreo en fuentes especificas como agua, materia prima,
suelo, materia organica, etc., que generan una amplia informacion sobre las distintas
poblaciones microbianas que se estan desarrollando en cada proceso.

Figura 10. Sistema de muestreo aleatorio simple. A. Toma de muestra sdlida en los planteles mineros
y B. Toma de muestra liquida en la quesera artesanal (Fuente propia).
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4.3.1 Puntos de muestro en la quesera artesanal

La exploracién en la quesera artesanal permitio definir 6 puntos de muestreo, 5
muestras en estado liquido y 1 en estado solido.

Muestra | (leche fresca): materia prima para la produccion de derivados
lacteos.

Muestra Il (leche descremada): primer subproducto del proceso obtenido
posterior al descremado.

Muestra Il (lactosuero salado): subproducto obtenido en la operacion de
filtrado.

Muestra IV (lactosuero simple fermentado): remanente que se genera como
subproducto de la coagulacién enzimatica simple.

Muestra V (sedimentos de drenaje): materia organica adherida al canal que
trasiega las aguas residuales.

Muestra VI (aguas residuales): desechos liquidos y sélidos que se generan
durante todo el proceso.

4.3.2 Puntos de muestro en los planteles mineros

La exploracion en los planteles mineros determind 7 puntos de muestreo, de los
cuales 3 corresponden a muestras liquidas y 4 a muestras sélidas. La enumeracion
de los puntos de muestreo se realiz6 de manera consecutiva, de modo que las
muestras |, Il, lll y IV fueron tomadas en el primer plantel minero, por lo tanto, las
muestras tomadas en el segundo plantel minero fueron las muestras V, VIy VII.

Muestra | (lodo en dique de cola): lodos que se generan en las rastras (sistema
de trituracion por arrastre), constituido por el mineral molido.

Muestra Il (aguas residuales): efluente que proviene del ultimo dique.
Muestra Il (cola o lama fresca): colas o lamas recién apiladas.

Muestra IV (cola o lama vieja): colas o lamas apiladas en el patio del plante
por mucho tiempo.

Muestra V (aguas residuales estancadas): desechos liquidos y solidos
estancados en una fosa natural.

Muestra VI (sedimentos de drenaje): materia organica adherida a un cauce
natural que trasiega las aguas residuales al ambiente.

Muestra VIl (suelo de colas): muestra tomada a 0.1 m por debajo de la
superficie de una cola que se acumulé como producto de la actividad minera.

I0T;
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4.4 Aislamiento microbiano

El aislamiento de los microrganismos se realizé en medios solidos, a partir de las
muestras individuales tomadas en cada sitio de muestreo. Para tal fin, se inoculd
aplicando las técnicas de siembra masiva y por inmersién. Posteriormente se
extendieron las técnicas de aislamiento a la purificacion de las colonias microbianas
obtenidas, mediante las técnicas de siembra en estria (agotamiento o diseminacion)
y la siembra por puncion, la aplicacion de estas técnicas fue necesario hasta
garantizar la pureza de los cultivos aislados.

4.4.1 Preparacion de medios de cultivo

La preparacion de medios de cultivo es una técnica empleada en microbiologia para
el cultivo y la manipulacién de los microorganismos en condiciones de esterilidad. Los
medios de cultivo se prepararon segun las especificaciones del fabricante.

e Agar Nutritivo (AN): se agregaron 23 g de Agar Nutritivo en 1 L de agua
destilada.

e Agar Luria-Bertani (LB): se agregaron 40 g de Agar Luria-Bertani en 1 L de
agua destilada.

e Agar Plate Count (PCA): se agregaron 23.5 g de Agar Plate Counten 1 L de
agua destilada.

e Agar Papa Dextrosa (PDA): se agregaron 39 g de Agar Papa Dextrosa en 1 L
de agua destilada.

e Agar Milk (AM): se agregaron 22 g de Agar Milk en 1 L de agua destilada.

Los medios de cultivo se sometieron a calentamiento hasta hervir en el Hot Plate
CORNING Mod. PC-620D. Posteriormente se procedi6 a esterilizar por calor hiumedo
en el Autoclave LLAMATO Mod. SQ810C durante 15 minutos a 121°C y una presion
de 100Kpa. Finalmente se vertieron en placas de Petri dejandolos solidificar a la
temperatura del laboratorio (28°C + 2) (Figura 11) (Solano, 2006).

| TR

§ —

Figura 11. Preparacion de medios de cultivo. A. Medios de cultivo LB y AM en sus envases, B.
Calentamiento a 500°C y agitacion a 31.42 rad/s del medio de cultivo en el Hot Plate, C. Dispensacion
del medio de cultivo en tubos de ensayo y D. Placa de Petri con el medio de cultivo solidificado (Fuente

propia).
]
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4.4.2 Inoculacion de muestras

Una vez que se tomaron las muestras, se incubaron en los cinco medios de cultivo
referidos en la seccion anterior (6.4.1). La inoculacién se realizé por duplicado en
placas de Petri desechables con Agar Nutritivo (AN), Agar Luria-Bertani (LB), Plate
Count Agar (PCA), Agar Potato Dextrosa (PDA) y Agar Milk (AM). En los medios AN,
LB y PCA se pretendia observar el crecimiento bacteriano, mientras que en el medio
PDA el crecimiento de hongos tanto filamentosos como levaduriformes y en el medio
AM el crecimiento de bacterias &cido-lacticas a partir de las muestras tomadas en la
quesera artesanal.

Siembra masiva en superficie

Las actividades de aislamiento se iniciaron en campo con la técnica de siembra
masiva en superficie siguiendo el procedimiento descrito por Rojas (2011).
Inicialmente se realizaron hisopados de las muestras por duplicado sobre la superficie
de la placa en todas direcciones y finalmente por el borde. Las placas inoculadas se
trasladaron bajo condiciones de refrigeracion a 10°C y en la incubadora MEMMERT
No. serie: 377010, fueron puestas en incubacion el mismo dia en el laboratorio
durante 24 horas a 35°C, una temperatura Optima para el crecimiento de un amplio
namero de microorganismos mesofilos. Diariamente se revisaron las placas en
funcion del crecimiento que se observo y del tipo de microorganismos que pudiesen
identificarse desde el punto de vista morfolégico (Figura 12).

Figura 12. Técnica de aislamiento por siembra masiva en superficie. A. Hisopados de las muestras en
distintas direcciones, B. Incubacion de las muestras inoculadas en placas de Petri a 35°C y C. Placa
de Petri con cultivo mixto después de 5 dias de incubacién (Fuente propia).

Siembra por inmersién o vertido en placa

Esta técnica de aislamiento se aplico en el laboratorio para favorecer el crecimiento
separado de las colonias microbianas en las placas de cultivo realizando diluciones
de las muestras enteras después de 24 h en refrigeracién a 10°C. Por consiguiente,
se pretendia obtener un estimado de la poblacion viable cultivable en los diferentes
medios de cultivo, de modo que fuera mas facil aislar los microorganismos. Se
hicieron diluciones seriadas de las muestras en solucion buffer desde la dilucién 101
hasta la dilucién 10, para luego realizar las correspondientes inoculaciones.

Tor
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Inicialmente se prepararon las muestras madres, para las muestras solidas se tomo
una porcion de 5 g de la muestra y se mezclé con 5 mL de agua destilada estéril y
para las muestras liquidas se midieron 5 mL los cuales se colocaron en un tubo de
ensayo. Posteriormente en cada una de las muestras madres se tomé 1mL y se
mezcl6 en un tubo de ensayo con 9 mL de solucién buffer. La dilucién 10-? se obtuvo
mezclando 1mL de la dilucién 101 con 9 mL de solucién buffer. Este procedimiento
se repiti6 hasta obtener una diluciéon 10; es decir, se realizaron seis diluciones
seriadas a partir de la dilucién 10 (Figura 13 A). Todas las muestras contenidas en
sus respectivos tubos se agitaron en el Agitador Vortex SCILOGEX, Mod. MX-S hasta
obtener una dilucidon 10°6. Luego se inoculo en la placa de Petri 1ImL de cada muestra
diluida, se afiadi6 el medio estéril a una temperatura no mayor de 45°C y se mezclé
suavemente (Figura 13 B). Finalmente, todas las placas se incubaron a 35°C
(Madigan et al., 2006).

—
Muestra madre
1mi 1
Dilucién ——e-
1mi 1ml 1mi
9-ml
Buffer
1710 1/100 1103 1710% 1/10° 1/10°
(10 (0% (0D (107 (109 (109
Placa con 1ml del inéculo
T 3 159 17 2 0
Demasiadas Colonias  Colonias Colonias Colonias Colonias
Siembra por inmersién Colonias de Colonias incluidas
superficie en el medio
Incubacion NN
= =
El in6culo se pipetea Se aiiade medio estéril Resultado tipico del
en la placa estéril y se mezcla bien con vertido en placa
el inéculo

Figura 13. Procedimiento de diluciones seriadas de la muestra y técnica de siembra por inmersion.
A. Diluciones seriadas de la muestra desde 10! hasta 10-6 y B. Inoculacion de la muestra diluida en

placa de Petri (Madigan et al., 2006).
]
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4.4.3 Seleccién y purificacion de las colonias microbianas

La siembra masiva de las muestras dejé como resultado el crecimiento de diferentes
colonias microbianas. Al tener las placas con cultivos mixtos se procedié al
aislamiento de cada especie observada segun su morfologia hasta determinar con la
observacion microscopica que se contaba con cultivos axénicos, tomando en cuenta
si se trataba de una bacteria, de un hongo filamentoso o de una levadura en
apariencia. Este proceso de examinacion de los cultivos mixtos se realizé durante 7
dias cuando se agot6 el crecimiento bacteriano y 14 dias en las placas PDA cuando
terminaron de crecer todas las colonias fangicas (Paramo-Aguilera, 2012). Las
técnicas de aislamiento aplicadas para obtener los cultivos axénicos fueron, la
siembra en estria para las colonias bacterianas y levaduriformes y la siembra por
puncion para las colonias fungicas filamentosas.

Aislamiento y purificacién de bacterias

Las placas de Petri con la primera inoculacion de las muestras fueron retiradas de la
incubadora después de 24 horas para ser examinadas y seleccionar las colonias
bacterianas en funcién de las caracteristicas morfolégicas distintas (color, forma,
consistencia, etc.), observadas en los cultivos mixtos en el Contador de colonia
QUEBEC Mod. 3327. El aislamiento de las bacterias se realiz6 en medio Agar Luria-
Bertani utilizando la técnica de siembra en estrias (Figura 14), dicha técnica se hizo
por duplicado en condiciones asépticas en una Cabina de flujo laminar TELSTAR
Mod. AV-100. Las placas se incubaron por 24 h a 35°C. Los repiques sucesivos 0
resiembras se realizaron tomando el in6culo de las colonias que crecian aisladas en
las Ultimas estrias hasta obtener un cultivo axénico (Cuervo, 2010).

Colonias aisladas

AN

(P
\2

Figura 14. Técnica de siembra en estrias o diseminacién aplicada para aislar las colonias bacterianas
de los cultivos mixtos (Moreno y Albarracin, 2012).

Aislamiento y purificacion de hongos

Los cultivos mixtos en las placas de Petri con medio PDA se examinaron desde el dia
1 hasta el dia 14 de incubacién para observar el crecimiento completo de las colonias
fungicas tanto filamentosas como levaduriformes.
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Se seleccionaron las colonias que presentaban aspectos diferentes en su morfologia
macroscopica (micelio). Los hongos filamentosos se aislaron tomando filamentos o
trocitos del micelio con el asa de siembra recta siguiendo la técnica de siembra por
puncion (Figura 15 A-B) y los hongos levaduriformes se aislaron utilizando la técnica
de siembra en estrias, misma que se utilizd para aislar las colonias bacterianas.
Ambas técnicas de aislamiento se realizaron en condiciones asépticas en la Cabina
de flujo laminar, sembrando por duplicado en el medio PDA. Las placas fueron
puestas en incubacion a 35°C entre 3 y 7 dias dependiendo del requerimiento de
tiempo para el crecimiento de cada hongo en particular. Los repiques sucesivos
fueron necesarios hasta obtener un cultivo axénico (Figura 15 C) (Solano, 2006).
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Figura 15. Aislamiento de hongos filamentosos mediante la técnica de siembra por puncion. A. Micelio
del hongo tomado con el asa de siembra recta, B. Transferencia del micelio al medio de cultivo PDA y
C. Crecimiento puro de un hongo filamentoso (Fuente propia).

4.5 Conservacion de los microorganismos

Los cultivos axénicos de microorganismos se conservaron usando el método de
transferencia periddica que consiste en inocular las cepas a un medio de cultivo
fresco en intervalos que aseguren la viabilidad de este (Herndndez y Loaiza, 2014).
La transferencia se realiz6 en medio LB para bacterias y medio PDA para hongos
filamentosos y levaduriformes, utilizando las técnicas de siembra en estria y puncion
en dependencia del tipo de microorganismo. Los indculos se dejaron en incubacion
por periodos de 24 h para bacterias y un lapso de 3 a 14 dias para hongos, para
permitir el maximo crecimiento de los microorganismos antes de ser conservados.
Los subcultivos se almacenaron en un refrigerador FRIGIDAIRE, Mod.FRT143DBLW
a una temperatura de 10°C, en placas selladas con PARAFILM dentro de bolsas con
cierre hermético para evitar el exceso de humedad. Los intervalos entre cada
transferencia fueron de un mes aproximadamente.
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4.6 Identificacién microbiana

La identificaciébn de cada microorganismo o grupos de microorganismos se llevo a
cabo preliminarmente realizando pruebas morfologicas desarrolladas hasta el primer
nivel de profundidad, la cual puntualiza las bases para la aplicacion de las
herramientas moleculares de identificacion; proceso por el cual los microorganismos
se identificaron por género y especie. Las pruebas morfolégicas macroscépicas para
la identificacion microbiana fundamentadas en la seccion 5.3.1, hacen referencia a la
observacion de las caracteristicas visibles de las colonias. Inicialmente se realizaron
cultivos frescos en los medios LB y PDA en dependencia del tipo de microorganismo,
bacterias y hongos respectivamente, seguidamente fueron puestos en incubacién el
tiempo necesario para obtener una colonia bien desarrollada con el fin de garantizar
un cultivo axénico y apreciar sin alteraciones sus caracteristicas. En las pruebas
morfolégicas microscopica se registraron las caracteristicas celulares de los
microrganismos vistos en el microscopio (tejido celular, forma de esporas, etc.),
utilizando diferentes técnicas microscopicas (tinciones, gotas humedas, entre otras)
y técnicas especificas como la tincién de Gram fundamentadas en la seccién 5.3.2.
Finalmente, este reconocimiento morfoldégico determiné las condiciones especificas
a las cuales fueron sometidos los microorganismos para ser identificados
molecularmente.

4.6.1 Pruebas morfolégicas desarrolladas para la identificacion microbiana

Tincion de Gram en bacterias

Los aislados bacterianos se sometieron a la técnica de tincion de Gram después de
24 horas de incubacion siguiendo el procedimiento descrito por Lopez-Jacome et al.
(2006) (Figura 16 A-D), detallada en el Anexo 1. El procedimiento permitié observar
las formas de las células bacterianas, sus tamafios y agrupaciones, asi como su
clasificacion en Gram positivas 0 Gram negativas, como respuesta de la pared celular
frente a la tincién, determinando con mayor nivel de confianza la pureza de los
aislados.

Figura 16. Procedimiento de la técnica de tinciébn de Gram en bacterias. A. Toma del inoculo en
condiciones asépticas, B. Preparacion del frotis, C. Adicion de los reactivos a la muestra y D.
Observacion de las caracteristicas celulares al microscopio OLYMPUS CH-2 con el objetivo 100x

(Fuente propia).
]
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Técnica de cinta adhesiva para la observacion de esporas en hongos
filamentosos

Los hongos filamentosos inoculados en las placas de Petri con medio PDA se dejaron
en esporulacion a la temperatura del laboratorio (28°C +1) en la Cabina de flujo
laminar entre 3 y 14 dias hasta completar todo su crecimiento. Para observar su
morfologia microscopica se realiz6 un montaje con la técnica de cinta adhesiva
detallada en el Anexo 2, que permite observar las estructuras fungicas casi sin
alteracion (Figura 17) (Arias y Pifieros, 2008).

AP G T

Figura 17. Técnica de cinta adhesiva para la observacion de esporas en los hongos filamentosos.
A. Toma de esporas del hongo con la cinta pegante, B. Fijacién de la cinta pegante sobre el
portaobjetos y C. Observacion de esporas al microscopio OLYMPUS BH-2 con el objetivo 50x (Fuente

propia).
Tincion simple para hongos levaduriformes

La observacién de las caracteristicas microscépicas de las levaduras se realizé a
través de la tincion simple en fresco, detallada en el Anexo 3, con esta técnica es
posible diferenciar la forma celular de los hongos levaduriformes (Figura 18) (Moreno
y Albarracin, 2012).
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Figura 18. Procedimiento de la técnica de tincion simple para levaduras. A. Adicion de cristal violeta al
inoculo en fresco, B. Ubicacion del cubreobjetos sobre la muestra y C. Observacion de células
levaduriformes al microscopio OLYMPUS CH-2 con el objetivo 50x (Fuente propia).
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4.6.2 ldentificaciobn molecular

Extraccion de ADN, PCR y secuenciacion

La caracterizacién molecular de los microorganismos se realiz6 mediante estudio del
ADN ribosomal, para lo cual se extrajo el ADN por el servicio contratado en el
Laboratorio de Biotecnologia de la UNAN-Managua y del Centro de Biologia
Molecular de la UCA. En la compafiia Macrogen se contrataron los servicios para la
amplificacion del ADN por medio de la técnica PCR y la secuenciacion del mismo, la
cual se realiz6 mediante el analisis de la region 16S ADNr para bacterias con los
primers  27F y  1492R (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' 'y  5-
TACGGCTACCTTGTTACG ACTT-3’), D1/D2/D3 para hongos levaduriformes con los
primers LROR y LR7 (5-ACCCGCTAACTTAAGC-3' y 5-TACTACCACCAAGATCT-
3’) y ITS (Internal Transcribed Space) para hongos filamentosos con los primers ITS1
y ITS4 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' y 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3)
(Ruiz, 2014; Flores y Roque, 2017).

Correccion de errores

La correccion de los errores en los electroferogramas de las secuencias recibidas de
Macrogen, constituye el primer paso del analisis. Algunas veces se producen errores
durante la secuenciacion y se reflejan en el electroferograma de la secuencia; por
ejemplo, asignacion de dos T existiendo 3, o posiciones ambiguas (N) (Bou et al.,
2011). Los electroferogramas fueron corregidos manualmente usando el programa
BioEdit v7.0.9 (Figura 19 A), se observo la secuencia de bases y se editaron los
errores producidos por el secuenciador, posteriormente se guardaron en formato
FASTA (Figura 19 B). La correccion de errores permite tener un analisis con menor
riesgo y mayor precision, por tanto es necesario hacer una buena correccion para
continuar con el andlisis bioinformatico.

I | gustoq dp o 2341 Pl eyl Do formacin i o TESS SECUENCACTON S Tt 218214 TSL 01 >714_ITS1
® % A AAAAAAAATGAGGCTCTGGGTCACCTCCCACCCGTGTTTATCGTA@G
A T C G T A C C l A G T T G C T T C G

. TTGCTTCGGCGGGCCCGCCGTTAAGAAACGCCCGGGGGCATCTGCCCLCC
ﬂ GGGCGCACGCTTATGGCCGCCGGEGGGCATCTGCCCCCGGGLGLGLGLLC

A

GCCGAAGACCCCCCTGAACGCTGTCTGAAGATTGTCGTCTGAGCGATTAG
7658, 1037 49 CTAAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGAT
GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGGGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCA
TGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGC
CTCCGCCCCCCGGLTCCCERGEEECGEECCCGAAAGGCAGCGGLGGCACC
GCGTCCGGTCCTCAAACGAATGGGGCTTCGTCACCCGCTCTGTAGGCCCG
GCCGGCGCCCGCCGGCGACCCCCCCTCAATCTTTCTCAGGTTGACCTCGG
ATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGGGGAGGAAC
CGAGTGAGGGCCCTCTGGGAACAACCTCCCCGTGGTTTATGTGAAATAGG
GTGTATAAATTCGCGCCTCGTATAATGAAAAATGTGTGGGAGATCTTGTC
CGAATCCCCGTTTTGCGACACGCGGGCGCCATTGGACCAAGGACTGACCC
CTCAAGATGCCTCAAACAGTGGGGTAGAAAACAGGGATTCTGATACACTT
GGTAAACCTACGCCCTGAAAACGATTTCCAACCTGGAAATATTTGTTGCT
CTTGAAGGCGTTGAATTCAAGGTAGCCAGACATGGTCGAATACGTACCAC
GTTGGAAATTTTACGAACTTTCGGGGGTAATAAACCCAATTTTTTTTAAA
CGGAATTTCCCCCACCATCTTTTTTACCAGGGGGGGTTTTAATTTCCTAA
\ GAAATTTTCTTTGGAACCCTTCCCCAAAATCTTGGAAATTTTCGGAGAAC

ol

Figura 19. Procedimiento para la correccion de errores en las secuencias. A. Venta del programa
BioEdit v7.0.9 para la correccién manual de bases en la secuencia y B. Archivo FASTA guardado luego
de la correccion de errores (Fuente propia).
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Comparacién de secuencias

Las secuencias obtenidas fueron comparadas a través de la herramienta BLAST
(Basic Local Aligment Search Tool) contra secuencias similares reportadas en Gen
Bank del NCBI (National Center for Biotechnology Information), comparando cada
secuencia parcial del gen 16S, ITS y D1/D2/D3 para bacterias, hongos filamentosos
y levaduras respectivamente (Castillo et al., 2015). Al insertar la secuencia y
comparalas con otras disponibles en la base de datos con la cual se trabajo, se
proporcioné un informe constituido por varias secciones. En la primera seccion
aparece un gréfico que indica el nivel y el tamafio de los fragmentos alineados, y un
listado en orden decreciente de las secuencias de microorganismos con los que se
muestra la identidad (Figura 20). En la siguiente seccion, aparece cada alineamiento
de la secuencia problema frente a cada secuencia de otro microorganismo, indicando
el nimero y porcentaje de bases idénticas (Bou et al., 2011).

Sequences producing significant alignments:

Select: All None Selected:0

Alignments
o Max ' Total Query E :
Description ) ) Ident  Accession
score score cover value
Penicillium janthinellum strain DWJ1(1) 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internaltrans 830 938 44% 0.0 98% KM263685.1

Penicillium janthinellum isolate CN2-4-DR-j internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5851 828 931 44% 00 98% MF355386.1

Penicillium janthinellum strain UASW1369 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8Sril 826 934 44% 0.0 98% KP881462.1

Penicillium sp. PSF34 18S ribosomal RNA gene. partial sequence; intemal franscribed spacer 1, 939 939 42% 0.0 98% HQ850357 1

Penicillium ludwigii CBS 417.68 ITS region; from TYPE material 837 945 45% 0.0 98% NR 1383391

Penicillium ludwigii strain CBS 417.68 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 58S ribosc 837 945 45% 0.0 98% KF296409.1

Penicillium janthinellum isolate NRRL 35453 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; intemal 837 945 45% 0.0 98% EF634422.1

Cladosporium sp. CBMAI 1021 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribeds 833 940 45% 0.0 98% GQ3703702

Figura 20. Fragmento del listado de las secuencias reportadas en Gen Bank del NCBI con las que
muestra homologia la secuencia problema (Fuente propia).

Alineamiento

Las secuencias fueron alineadas en el programa BioEdit v7.0.9, utilizando la
aplicacion Clustal W Multiple Alignment for version 1.4 incluida en el mena Accesory
(Figura 21). La actividad consistia en hacer alineamientos multiples de cada
secuencia en estudio con cinco secuencias elegidas en el BLAST basados en los
criterios tipicos de seleccion de secuencias: identidad, frecuencia y maximo score
(Rodriguez, 2013). Posteriormente se repitieron los pasos de comparacion de la
secuencia alineada en el BLAST y la seleccion de las nuevas cinco secuencias
guardadas en formato FASTA para finalmente realizar la construccién de los arboles
filogenéticos para bacterias y hongos respectivamente.

IF1;



Bioprospeccién microbiana dirigida al desarrollo del agro y la industria nacional

¥ C\Heysell Delgado\Informacion para tesis\TESIS\SECUENCIACION\Secuencias Trabajadas\Z14\Secue
H [CoutierNew l”” LI B 6 total sequences
Hode: Edt v|/nset | Selection:210 Sequence Mask: None Start
| I Jl Position: 1:214_1T51 160 Nurnbering Mask: None e at |
R A30T ﬂ& 1' 1F1 E. 1<, 0 AT GAT TTAe l'_‘ Serall _1_" —'J
gIDID Gondt E&iinm I? n*‘"ﬁ" CATCAT ¢ @-\H;ﬂ speed slow ;4 fast
- IIIll'llll‘llll!‘llll‘lllllIllll]ll'll‘l'lIllllll!‘lllll'l‘l!!lllllll‘ll'
|| 180 190 200 210 220 230 240 25
214 1781 CGCCGGGGGEGCATCCGCCCCCGGECCCGCGCCCGCCGAAGCCCCCCCTGRACGCTGTCTGARGATTGCTGTCT
HQ850358.1 Penicillium [CGCCGGGGGGCATCTGCCCCCGGGCGCGCGCCCGCCGRAGACCCCCCTGRACGCTGTCTG yTTGTCGTCT
HQB850357.1 Penicillium [CGCCGGGGGGCATCTGCCCCCGGGCGCGCGCCCGCCGAAGACCCCCCTGRACGCTGTCTGARGATTGTCGTCT
RM268685.1 Penicillium (CGCCGGGGGGCATCCGCCCCCGEGCCCGCGCCCGCCGAAGCCCCCCCTGARCGCTGTCTGAAGATTGCTGTCT
MF355386.1 Penicillium CGCCGGGGGGCATCCGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGCCCCCCCTGARCGCTGTCTGAAGATTGCTGTCT
KP8B1462.1 Penicillium [CGCCGGGGGGCATCCGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGRAGCCCCCCCTGARCGCTGTCTGRAAGATTGCTGTCT

Figura 21. Ventana del programa BioEdit v7.0.9, utilizando la aplicacion Clustal W Multiple Alignment
for version 1.4 para el alineamiento de la secuencia en estudio con 5 secuencias procedentes de Gen
Bank del NCBI (Fuente propia).

Construccion de arboles filogenéticos

Se utilizé el programa MEGA 7.0.14 para la construccién de los arboles filogenéticos,
usando el método del vecino mas cercano como método de construccion del arbol, y
evaluando la confiabilidad haciendo bootstrapping de mil repeticiones, teniendo en
cuenta que cada rama se debera repetir como minimo en el 50% de las veces
(Rodriguez, 2013). Se crearon dos archivos en formato FASTA (bacterias y hongos)
gue contenian las secuencias en estudio (40 para bacterias y 10 para hongos),
ademas de las seleccionadas en el Gen Bank. Se abrieron los archivos en el
programa MEGA, primeramente se eliminaron los gaps, luego se utilizaron las
herramientas Align by clustalW y Phylogenetic analysis para alinear las secuencias y
hacer el analisis filogenético, y finalmente se elaboraron los arboles de relaciones
evolutivas o filogenéticas con la herramienta Contruct/Test Neighbor-Joining.

4.7 Busqueda de aplicaciones agricolas e industriales de los microorganismos
identificados

Los microorganismos identificados constituyen el producto medular de este proyecto
de bioprospeccion microbiana, porque al disponer de cepas completamente
identificadas en el laboratorio, se desencadenan nuevas actividades en el orden
cientifico para aprovechar los beneficios que se derivan de esos microorganismos
sabiendo que parte de esos beneficios quedaran sugeridos en esta investigacion. Las
utilidades biotecnolégicas para cada cepa microbiana fueron consultadas en
diferentes bases de datos: Google Académico, Scielo, El Sevier, Science Direct y
Research Gate sobre el tema de aplicaciones microbiolégicas agricolas e
industriales, asociadas al desarrollo de bioprocesos, fundamentalmente las
difundidas en los ultimos 10 afios y se seleccionaron las que reunian rigurosidad

cientifica.
A
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Bioprospeccion microbiana

En paises como China, Espafia, India, México, Cuba, Argentina, Brasil, Chile,
Colombia, Ecuador, Venezuela, Costa Rica, Panama y Nicaragua, varias
instituciones académico-cientificas han creado areas teméticas, lineas y proyectos
de investigaciones biotecnoldgicas, basando varios de estos en la bioprospeccion
que se desarrolla a nivel mundial (Gonzéalez, 2011). Sin embargo, este tipo de
investigaciones se desarrollan principalmente en paises latinoamericanos debido a
las condiciones tropicales que prevalecen en la regién y como consecuencia de su
amplia biodiversidad. Existen varias definiciones de bioprospeccion, algunas son
restrictivas a actividades como buscar sistematicamente genes, compuestos
quimicos, proteinas y otros metabolitos que posean valor econémico actual o
potencial; otras son de mayor perspectiva e incluyen el conocimiento tradicional, la
caracterizacion de los recursos bioldgico-genéticos (genes, metabolitos primarios y
secundarios), la determinacion y la evaluacion de la accion bioldgica de sus principios
activos, el desarrollo de productos, su comercializacion, la implementaciéon de planes
de conservacion que permitan su uso sostenible, ademas de la participacion de
actores en las diferentes etapas del proceso (Cotes et al., 2012).

Esta investigacion estuvo orientada a bioprospectar una gama de microorganismos,
entre bacterias, hongos filamentosos y levaduras como componentes microbiolégicos
de ecosistemas artificiales, con la finalidad de encontrar cepas nativas
potencialmente Utiles para el desarrollo ingenieril de procesos biotecnolégicos con
énfasis en la agricultura y la industria. Se bioprospect6 en dos sitios de muestreos,
Quesera artesanal para la produccion de lacteos y Planteles mineros para la
extraccion de Oro, ubicados en el municipio La Libertad, muestreos que se efectuaron
el 08 de Mayo y 17 de Septiembre del 2017 respectivamente. Los sitios de muestreo
mostraban diversos ecosistemas donde subsisten un sin nimero de
microorganismos, lo que permitié el desarrollo de esta investigacion de la cual se
obtuvieron los siguientes resultados en correspondencia con los objetivos planteados.

7.1.1 Toma de muestras

Se muestred en los dos sitios previamente establecidos en la metodologia en el
acapite 6.3 y como resultado se logré6 muestrear en los 6 puntos en la quesera
artesanal y en los 7 en los planteles mineros, descritos a continuacion:

ICT;



Bioprospeccion microbiana dirigida al desarrollo del agro y la industria nacional

Puntos de muestreo en la quesera artesanal (Figura 22):

Figura 22. Puntos de muestreo en la quesera artesanal. A. Materia prima, B, C y D. Subproductos, E.
Desechos sdlidos y F. Agua residual (Fuente propia).

e Punto I: Leche fresca tomada directamente del contenedor plastico con
capacidad aproximada de 190 L, con 5 h de haber sido ordefiada, presentaba
color blanco o ligeramente cremoso y su olor caracteristico.

e Punto II: Leche descremada contenida en un recipiente metalico (aluminio) con
capacidad aproximada de 190 L, con presencia de moscas Yy de color blanco.

e Punto lll: Lactosuero fermentado tomado de un recipiente que almacena este
subproducto del proceso de coagulacién enzimatica simple con un fuerte aroma
a descomposicion, donde se apreciaban residuos de queso y grasa suspendida.

e Punto IV: Lactosuero salado con particulas de grasa suspendida, color amarillo
intenso y olor fuerte a fermentacion.

e Punto V: Sedimentos de drenaje tomados directamente del piso embaldosado
(concreto) donde se trasegaban los desechos arrastrando suero, agua, grasa,
tierra, insectos y otros sélidos.

e Punto VI: Agua residual tomada de una pila que contiene todo tipo de desechos
que se producen en el proceso y en el lavado de los materiales y equipos de
produccion, agua residual con solidos disueltos y olor desagradabile.

Puntos de muestreo en los planteles mineros (Figura 23):

e Punto I: Lodo en dique de cola, muestra liquida tomada directamente del dique
construido con bloques, el cual contenia residuos mineros de lodos.

e Punto II: Agua residual, muestra tomada en la salida de la tuberia que trasiega
el agua utilizada en el proceso de extraccion de oro, la cual pasa por 5 diques
de sedimentacion de lodos.

e Punto lll: Cola o lama fresca, muestra tomada en la superficie de residuos
conocidos como colas (tailings), relaves o jales. Residuos sélidos que se

IT;
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acumulan en forma de ripios obtenidos al moler las rocas originales que
contenian los minerales y mezclar las particulas que se forman con el agua y
pequefas cantidades de reactivos quimicos que facilitan la liberacién de los
metales, con crecimiento de poca vegetacion por estar recién apilada.

e Punto IV: Cola o lama vieja, la muestra que se tomo en este punto presentaba
caracteristicas similares a la muestra tomada en el punto Ill con la diferencia de
ser una cola mas vieja y por tanto tenia mayor crecimiento vegetal.

e Punto V: Agua residual estancada, muestra de lodo tomada en el drenaje natural
de lodos, los cuales se encontraban en reposo debido a que no habia buen nivel
para el drenaje.

e Punto VI: Sedimentos de drenaje, la muestra de materia organica fue tomada
en diversos puntos de las paredes del drenaje natural que trasiega los lodos al
ambiente, donde habia crecimiento de vegetacion.

e Punto VII: Suelo de colas, la muestra se tomé en este punto con caracteristicas
similares al punto Ill, colas que tienen mas tiempo situadas en otro plantel
minero otro plantel minero y que presentaba un mayor crecimiento de
vegetacion.

Figura 23. Puntos de muestreo en los planteles mineros. A, By E. Aguas residuales, C, D y G. Colas,
F. Materia organica (Fuente propia).

Se tomaron muestras en la quesera artesanal, de lo cual se logré obtener un total de
60 muestras inoculadas en placas de Petri (Figura 24 A) distribuidas de manera
equitativa en los medios de cultivos prestablecidos en la metodologia acapite 6.4.1,
5 muestras tomadas en bolsas de cierre hermético para muestras y 5 muestras
tomadas en tubos cénicos estériles (Figura 24 B) correspondientes a los puntos |, I,
[, IV 'y VI. Del mismo modo se llevo a cabo la toma de muestras en planteles mineros
y se obtuvo un total de 56 muestras inoculadas en placas de Petri (Figura 24 C) en
los medios de cultivos seleccionados para el estudio (a excepcion del AM utilizado
con el objeto de colectar bacterias lacticas en la quesera), 5 muestras tomadas en
bolsas de cierre hermético para muestras y 5 muestras tomadas en tubos coénicos
estériles (Figura 24 D) correspondientes a los puntos I, II, lll, Vy VII.
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Figura 24. Fraccion de las muestras aisladas. A. Muestras en placa de Petri de la quesera artesanal
después de 16 h de incubacion, B. Muestra en bolsas de cierre hermético y muestras en tubos cénicos
estériles de la quesera, C. Muestras en placa de Petri de los planteles mineros después de 7 dias de
incubacion y D. Muestra en bolsas de cierre hermético y muestras en tubos conicos estériles de los
planteles (Fuente propia).

Los procedimientos de muestreo tienen que asegurar que el nimero y las actividades
de los microorganismos no se alteren, de manera no cuantificable durante la
recoleccion y conservacion de la muestra. También tienen que asegurar que las
muestras son representativas y que no estan contaminadas con microorganismos
extrafios; es decir, el procedimiento seguido debe asegurar que los microorganismos
solo proceden del ecosistema que se esta examinando (Arias y Pifieros, 2008).

Los puntos para la toma de muestras fueron seleccionados tratando de tener un
namero de puntos que fuese lo suficientemente representativos de los diferentes
ambientes encontrados para cada uno de los sitios muestreados (quesera artesanal
y planteles mineros). De esta forma, la quesera artesanal fue muestreada en 6 puntos
diferentes que abarcaban desde el depésito de leche fresca (Tal cual llega del
ordefio), pasando por diferentes areas de proceso (descremado, coagulacién,
prensado Y filtrado) y area de efluentes de proceso (Figura 22). En el caso de los
planteles mineros se seleccionaron 7 puntos que abarcan desde la recepcion del
material (broza), procesamiento en la rastra, diques de sedimentacion, depdésitos de
colas y aguas residuales de proceso (Figura 23).

Las muestras fueron tomadas tal como se describi6 en metodologia y en
correspondencia con lo descrito por Arias y Pifieros, 2008. Una vez en el laboratorio,
las muestras tomadas fueron incubadas obteniéndose a las 24 horas crecimientos
microbianos como los que se muestran en la Figura 24 (bacterias y hongos), en los
gue es posible observar el crecimiento de diversos microorganismos en la misma
placa de cultivo, tal y como ha sido obtenido en trabajos previos (Paramo-Aguilera et
al., 2011; Paramo-Aguilera et al., 2018; Arias y Pifieros, 2008).
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7.1.2 Aislamiento y purificacion de microorganismos

Con la utilizacién de las técnicas mas comunes para aislamiento y purificacién de
microorganismos, siembra en estria y por inmersion, se logré colectar un total de 163
cultivos puros de microorganismos (aislados), entre ellos 127 bacterias, 30 Hongos
filamentosos y 6 hongos levaduriformes como resultado de las 136 muestras que se
tomaron en ambos sitios de muestreos. De estos cultivos puros 97 se aislaron en la
guesera artesanal y 66 en los planteles mineros. Los resultados obtenidos por
muestreo se resumen en las Tablas 4 y 5 en donde se detalla el nimero total de
aislados por cada punto de muestreo y se definen cuantos cultivos axénicos son
bacterianos y fungicos. Sin embargo, este numero no representa el total de
microorganismos que subsisten en los ecosistemas muestreados.

Tabla 4. Resumen cuantitativo de los cultivos axénicos bacterianos y fangicos
aislados de los 6 puntos muestreados en la quesera artesanal, naturaleza y estado
de la muestra y su respectiva codificacion.

Naturaleza de la No. de No. de Hongos

Estado Cddigo

muestra Bacterias  Fjlamentosos Levaduriformes
Leche fresca Liquido Ql 11 2 3
Leche descremada Liquido Qll 12 4
Lactosuero fermentado Liquido Qlll 15
Lactosuero salado Liquido Qlv 11 2
Sedimentos de drenaje Sdélido Qv 19 2
Desechos residuales Liquido QVI 14 2

Total 82 12 3

Fuente: Propia

Tabla 5. Resumen cuantitativo de los cultivos axénicos bacterianos y fangicos
aislados de los 7 puntos muestreados en los planteles mineros, naturaleza y estado
de la muestra y su respectiva codificacion.

Naturaleza de la Estado  Codigo No._ No. Hongos
muestra Bacterias  Fjlamentosos Levaduriformes
Lodo en dique de cola Liguido Mi 5 2 1
Agua residual Liguido Mil 4
Cola o lama fresca Sélido Ml 9 4 1
Cola o lama vieja Sdlido MIV 7 5 1
Agua residual estancada  Liquido MV 3
Sedimentos de drenaje Sdlido MVI 7 4
Suelo de colas Sdlido MVII 10 3
Total 45 18 3

Fuente: Propia
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La primera fase y quizads una de las mas importantes para la identificacion de un
microorganismo es la obtencién de un cultivo puro. A continuacion, en la Figura 25
se presenta una fraccion de los cultivos puros obtenidos mediante la aplicacion de
diferentes técnicas de aislamiento a partir de cultivos mixtos del punto de muestreo |
en la quesera artesanal y el punto de muestreo Ill en los planteles mineros. En el
Anexo 4 se presenta la descripcion del cédigo de aislamiento de los microorganismos
y en los Anexo 5y 6 se enlista la codificacion de cada cultivo puro aislado en la
guesera artesanal y en los planteles mineros.

Figura 25. Representacion de los cultivos axénicos. Al, All y Alll. Aislados bacterianos de la quesera
artesanal con cédigos QIE-08, QIE-11 y QIA-14 respectivamente, Bl. Aislado de hongo levaduriforme
de la quesera con codigo QID-09, Bll y BlII. Aislados de hongos filamentosos de la quesera con cadigos
QID-10 y QID-17 respectivamente, Cl, Cll y Clll. Aislados bacterianos de los planteles mineros con
cadigos MIIIA-03, MIIIC-06 y MIIIC-07 respectivamente, DI. Aislado de hongo levaduriforme de los
planteles con codigo MIIID-11, DIl y DIII. Aislados de hongos filamentosos de los planteles con codigos
MIIID-10 y MIIID-14 respectivamente (Fuente propia).

La mayoria de las muestras de suelo, agua o alimentos, contienen numerosas clases
de microorganismos, si estos materiales se siembran en una placa con medio sélido
se formaran colonias que seran copias exactas del microorganismo original. Las
colonias microbianas a menudo tienen un aspecto que distingue los microorganismos
entre si. La mayor parte de los trabajos bacteriolégicos requieren cultivos puros y de
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esta manera se podran estudiar las caracteristicas macroscépicas, microscopicas,
fisiologicas, etc. de un microorganismo en particular (Tortora et al., 2007). Diversos
autores han realizado trabajos tendientes al aislamiento y purificacion de
microorganismos partiendo de otros ecosistemas, como: Moreno y Albarracin (2012),
aislaron microorganismos a partir de diferentes muestras naturales (aguas, suelo,
sedimentos de rios o lagos, etc.), Paramo-Aguilera, et al. (2018 y 2011), aislaron
microorganismos procedentes de reservas bioldgicas, rios contaminados, queseras
artesanales, minerias artesanales, biopeliculas en monumentos patrimoniales, etc.

Los resultados obtenidos que se detallan en las Tablas 4 y 5, muestran que en la
guesera artesanal se obtuvo un total de 97 aislados microbianos desglosados en 82
aislados bacterianos, 12 aislados de hongos filamentosos y 3 aislados de hongos
levaduriformes. Por otra parte, en los planteles mineros se obtuvo un total de 66
aislados microbianos que se desglosan en 45 aislados bacterianos, 18 aislados de
hongos filamentosos y 3 aislados de hongos levaduriformes. La Figura 25 ilustra una
pequefia muestra de los aislados obtenidos tanto en la quesera artesanal como en
los planteles mineros y una visibn completa de lo obtenido es posible mediante el
andlisis de las figuras de los Anexos 7 al 14 y del 17 al 19.

Paramo-Aguilera et al. (2011 y 2018), obtuvieron cantidades similares de aislados en
fuentes diferentes como son los monumentos patrimoniales. Por otra parte, Moreno
y Albarracin no reportan cantidades de aislados obtenidas a la fecha de su
publicacion. Arias y Pifiero (2008), trabajando con muestras de suelo, Unicamente
reportan un total de 64 aislados de hongos filamentosos agrupados en 10 géneros
diferentes. Todo esto conlleva a reafirmar lo que ha sido corroborado en estas y otras
investigaciones, que conducen a aseverar que la cantidad de aislados y los tipos de
aislados que se obtengan de dichos procesos, esta en relacion directa con los tipos
de medios de cultivo que se empleen y las condiciones generales de trabajo de las
gue se disponga para el desarrollo de la investigacion.

7.1.3 Pruebas morfoldgicas desarrolladas para la identificacion microbiana

Casi todos los procesos de identificacion microbiana se realizan por medio de
métodos convencionales basados en las caracteristicas fenotipicas, puesto que su
realizacion y costo los hace mas accesibles. Los esquemas tradicionales de
identificacion fenotipica de microorganismos se basan en las caracteristicas
observables macroscopicas y microscopicas, como su morfologia, desarrollo, y
propiedades bioquimicas y metabdlicas (Bou et al., 2011).

En las Figuras 26 a 29 se ilustran las observaciones macroscoépicas y microscopicas
realizadas a 40 cultivos puros bacterianos, aislados en la quesera artesanal y en los
planteles mineros, los cuales fueron seleccionados de un total de 127 aislados
bacterianos que se cultivaron de ambos muestreos, teniendo como Unico criterio de
seleccion sus caracteristicas morfologicas, para ser sometidos al proceso de
identificacion final por via molecular. En los Anexos 7 al 14, se pueden observar estas
mismas caracteristicas para los aislados puros bacterianos no identificados.
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Figura 26. Morfologia macroscoépica de las bacterias en placa de Petri y su respectiva morfologia
microscopica en tincién de Gram observada a objetivo 100x, obtenidas en ambos sitios muestreados.
Al-All: Acinetobacter calcoaceticus-Gram negativo, Alll-AlV: Aeromonas hydrophila-Gram negativo,
BI-BIl, BIlII-BIV, CI-Cll y CIII-CIV: Bacillus cereus-Gram positivos, DI-DII: Bacillus marisflavi-Gram
positivo, DIII-DIV Y EI-Ell: Enterobacter cloacae-Gram negativos, EllI-EIV: Escherichia coli-Gram
negativo, FI-FIl: Exiguobacterium aurantiacum-Gram positivo, FllI-FIV: Klebsiella pneumoniae-Gram
negativo (Fuente propia).
B
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Figura 27. Morfologia macroscépica de las bacterias en placa de Petri y su respectiva morfologia
microscoépica en tincién de Gram observada a objetivo 100x, obtenidas en ambos sitios muestreados.
Al-All: Planococcus maritimus-Gram negativo, Alll-AlV: Proteus penneri-Gram negativo, BI-BIl y BllI-
BIV: Pseudomonas aeruginosa-Gram negativo, CI-Cll: Psychrobacter alimentarius-Gram negativo,
CllI-CIV, DI-DII Y DIII-DIV: Serratia marcescens-Gram negativos, El-Ell: Staphylococcus aureus-Gram
positivo, EIlI-EIV: Terribacillus saccharophilus-Gram positivo (Fuente propia).
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Figura 28. Morfologia macroscépica de las bacterias en placa de Petri y su respectiva morfologia
microscoépica en tincién de Gram observada a objetivo 100x, obtenidas en ambos sitios muestreados.
Al-All y AllI-AlV: Acinetobacter sp-Gram negativos, BI-Bll y BllI-BIV: Bacillus sp-Gram positivos, ClI-
Cll 'y CllI-CIV: Bacillus sp-Gram negativos, DI-DII, DIII-DIV y EI-Ell: Enterobacter sp-Gram negativos,
EllI-EIV: Enterobacter sp-Gram positivo (Fuente propia).
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Figura 29. Morfologia macroscépica de las bacterias en placa de Petri y su respectiva morfologia
microscopica en tincién de Gram observada a objetivo 100x, obtenidas en ambos sitios muestreados.
Al-All: Escherichia sp-Gram negativo, Alll-AlV y BI-BlI: Klebsiella sp-Gram negativo, BllI-BIV: Pantoea
sp-Gram negativo, CI-ClI, CIlI-CIV y DI-DIl: Pseudomonas sp-Gram negativo, DIII-DIV: Serratia sp-
Gram negativo (Fuente propia).

En base a las observaciones macroscoépicas y microscopicas que se presentaron en
las Figuras 26 a 29 se elaboraron las Tablas 6 y 7 donde se describen las
caracteristicas morfolégicas macroscépicas y microscopicas mas comunes
observadas en cada uno de los 40 aislados bacterianos seleccionados. En los
Anexos 15y 16, se describen las caracteristicas macroscépicas y microscopicas de
los 92 aislados puros bacterianos no identificados.
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Tabla 6. Caracteristicas morfologicas macroscopicas y microscopicas de las
bacterias aisladas en la quesera artesanal.

Cédigo

Caracteristicas morfoldgicas de bacterias

Observacién macroscopica

Apariencia de la colonia

Observaciéon microscopica

Resultado de tincién de
Gram

QIA-02

QIE-08

QIE-11

QIA-13

QIIE-10

QIIE-11

QliC-13

QIIIB-09

QllB-10

QllIE-12

MUESTRA I: LECHE FRESCA

Colonias medianas, superficie umbilicada, con
pigmentacion verde difusible en el medio y olor
afrutado, opacas y mucoides, de forma irregular y
bordes ondulados.

Colonias medianas, umbilicadas, rojas o blancas con
predominio de las primeras, brillantes y cremosas,
de forma puntiforme y bordes redondeados.

Colonias medianas y acuminadas, blancas,
brillantes y cremosas, de forma fusiforme y circular
con bordes redondeados.

Colonias medianas, superficie umbilicada, con
pigmentacion verde difusible en el medio y olor
afrutado, opacas y mucoides, de forma irregular y
bordes ondulados.

Bacilos Gram negativos cortos,
dispersos.

Bacilos Gram negativos cortos,
dispuestos en racimos.

Bacilos Gram negativos cortos,
dispuestos en racimos.

Bacilos Gram negativos cortos,
dispersos.

MUESTRA II: LECHE DESCREMADA

Colonias medianas, umbilicadas, rojas o blancas con
predominio de las primeras, brillantes y cremosas,
de forma puntiforme y bordes redondeados.

Colonias medianas, que se curvan de manera
convexa, blanquecinas, brillantes y mucoides, de
forma fusiforme o circular, con bordes redondeados.

Colonias medianas, superficie plana, producen un
sedimento hidrosoluble en el medio de color verde
amarillento o azulado, aroma a frutas, brillantes con
el centro opaco, de forma circular y bordes
redondeados o ligeramente ondulados.

Bacilos Gram negativos cortos,
dispuestos en racimos.

Cocobacilos Gram negativos,
dispersos.

Bacilos Gram negativos cortos,
curvos o rectos, dispuestos en
pares o en cadenas cortas.

MUESTRA Ill: LACTOSUERO SALADO

Colonias medianas, acuminadas, blancas, brillantes
y cremosas, de forma circular y bordes
redondeados.

Colonias medianas, convexas, de color amarillo,
brillantes y cremosas, de forma puntiforme y bordes
lisos o redondeados.

Colonias medianas, planoconvexas, blanquecinas,
brillantes y cremosas, de forma irregular o fusiforme
y bordes redondeados.

IC1;

Bacilos
dispersos
pares.

Gram negativos,
0 asociados en

Cocos Gram positivos,
dispuestos en racimos,
cadenas cortas o diplococos.

Bacilos Gram negativos cortos,
dispuestos en cadenas cortas.
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Continuaciéon Tabla 6

Cédigo Caracteristicas morfoldgicas de bacterias
Observacidon macroscoépica Observacidon microscopica
. . . Resultado de tincién de
Apariencia de la colonia
Gram
Colonias medianas, planoconvexas, blancas, Bacilos Gram negativas cortos,
QIIIE-16  brillantes y viscosas, de forma circular, bordes dispersos.
redondeados y ligeramente ondulados.
MUESTRA IV: LACTOSUERO SIMPLE FERMENTADO
Colonias medianas, que se curvan de manera Cocobacilos Gram negativos,
QIVC-05 convexa, blanquecinas, brillantes y mucoides, de dispersos.
forma fusiforme o circular, con bordes redondeados.
Colonias medianas, planoconvexas, blancas, Bacilos Gram negativos cortos,
QIVE-08 brillantes y cremosas, de forma irregular y bordes dispuestos en pares.
ondulados.
Colonias grandes, planas, poco convexas, Bacilos Gram negativos cortos,
amarillentas, brillantes y mucoides, de forma y dispersos.
QIVB-10
bordes rizoides con crecimiento en ondas en la
superficie del agar a partir del botén de inoculacion.
MUESTRA V: SEDIMENTOS DE DRENAJE
Colonias pequefias, convexas, de color naranja, Cocos Gram negativos,
QVB-02 brillantes y viscosas, de forma circular y bordes dispuestos en racimos.
redondeados.
Colonias medianas, planas, poco convexas, Cocos Gram negativos,
QVE-06 amarillentas, opacas y cremosas, de forma irregular generalmente asociados en
y ligeramente rizoides y bordes ondulados. pares (diplococos).
Colonias medianas, planoconvexas, blancas, Bacilos Gram negativos cortos,
QVD-20  brillantes y cremosas, de forma irregular y bordes dispuestos en pares.
ondulados.
Colonias medianas, que se curvan de manera Cocobacilos Gram negativos,
QVD-21 convexa, blanquecinas, brillantes y mucoides, de dispersos.
forma fusiforme o circular, con bordes redondeados.
MUESTRA VI: AGUAS RESIDUALES
Colonias medianas, planoconvexas, blanquecinas, Bacilos Gram negativos cortos,
QVIB-08 brillantes y mucoides, de forma circular, bordes dispersos.
redondeados y ligeramente ondulados.
Colonias medianas, planoconvexas, blancas, Bacilos Gram negativas cortos,
QVIE-11 brillantes y viscosas, de forma circular, bordes dispersos.
redondeados y ligeramente ondulados.
Colonias medianas, umbilicadas, rojas o blancas con Bacilos Gram negativos cortos,
QVIA-12 predominio de las primeras, brillantes y cremosas, dispuestos en racimos.
de forma puntiforme y bordes redondeados.
Colonias grandes y planas, blanquecinas, brillantes Bacilos Gram positivos en
QVIE-17 y humedas, viscosas, de forma irregular y bordes forma de bastén, con esporas

ondulados.

ovoideas, dispuestos en
cadenas cortas.

Fuente: Propia
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Tabla 7. Caracteristicas morfologicas macroscopicas y microscopicas de las
bacterias aisladas en los planteles mineros.

Caddigo Caracteristicas morfolégicas de bacterias
Observacién macroscopica Observacién microscoépica
Apariencia de la colonia Resultado de tincién de Gram

MUESTRA Ill: COLA O LAMA FRESCA

Colonia crema, opaca, formar circular, borde Estreptobacilos grandes Gram

MIIIA-01 . . : o
ondulado, superficie plana y consistencia cremosa.  positivos.

MIIIA-03 Colonia blanca, opaca, forma circular, borde Cocos pequefios Gram
lobulado, superficie plana y consistencia seca. negativos.
Colonia crema vy traslucida, brillante, forma Cocos medianos Gram

MIIIB-04 puntiforme, borde entero, superficie plana y negativos.
consistencia cremosa.

Colonia crema, opaca, forma circular, borde EStreptobacilos grandes Gram

MIlIC-06 ondulado, superficie plana y consistencia cremosa. ~ POSItivOs.

Colonia amarilla, brillante, forma circular, borde Estreptobacilos grandes Gram
MIIC-07 ondulado, superficie convexa y consistencia negativos.

cremosa.
MUESTRA IV: COLA O LAMA VIEJA

MIvB.oy Colonia amarilla, brillante, forma circular, borde Bacilos pequefios Gram
entero, superficie convexa y consistencia cremosa. ~ POSItVOS.

MIVB-02 Colonia blanca, brillante, forma puntiforme, borde Bacilos pequefios Gram
liso, superficie convexa y consistencia cremosa. posItivos.

Mive.11 Colonia blanca, brillante, forma puntiforme, borde Cocobacilos  pequefios  Gram
liso, superficie convexa y consistencia cremosa. negativos.

MIVC-13 Colonia crema, brillante, forma circular, borde Diplobacilos grandes Gram
ondulado, superficie convexa y consistencia seca. positivos.

MUESTRA V: AGUA RESIDUAL ESTANCADA

MVB-02 Colonia blanca, brillante, forma circular, borde liso, Cocos medianos Gram

superficie convexa y consistencia mucoide. negativos.
MUESTRA VI: SEDIMENTOS DE DRENAJE

MVIA-01 Colonia blanca, brillante, forma circular, borde Cocos grandes Gram negativos.
entero, superficie convexa y consistencia cremosa.

MVIB-02 Colonia amarilla, brillante, forma circular, borde Cocos grandes Gram positivos.
entero, superficie convexa y consistencia cremosa.

MVIB-07 Colonia blanca, brillante, forma puntiforme, borde Cocos medianos Gram
liso, superficie convexa y consistencia cremosa. negativos.

Mvic.og Colonia blanca, opaca, forma irregular, borde Diplobacilos  medianos ~ Gram

lobulado, superficie plana y consistencia seca. positivos.

o
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Continuaciéon Tabla 7

Caddigo Caracteristicas morfolégicas de bacterias
Observacidon macroscoépica Observacién microscopica
Apariencia de la colonia Resultado de tincion de Gram

MVIC-09 Colonia blanca, opaca, forma circular, borde Diplobacilos medianos Gram

ondulado, superficie plana y consistencia seca. positivos.

MUESTRA VII: SUELO DE COLAS

MVIIA-01 Colonia cremay traslucida, sin apreciacion de forma Diplobacilos medianos Gram

y borde, superficie plana y consistencia cremosa. negativos.

Colonia blanca, brillante, forma irregular, borde Bacilos pequefios Gram
MVIIC-03 - ) . '

lobulado, superficie plana y consistencia cremosa. negativos.

Colonia crema, brillante, forma circular, borde Diplobacilos —grandes Gram
MVIIB-08 negativos.

entero, superficie plana y consistencia seca.

Fuente: Propia
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Las tinciones que se usan (simples, diferenciales y especiales) para tefir los
preparados de bacterias, permiten observar su morfologia, su agrupacién, la
presencia de esporas y la existencia de otros tipos celulares. Las diferenciales (por
ejemplo, la coloracién de Gram) ademas de lo anterior, permite la diferenciacion de
las bacterias porque usan diferentes colorantes que se comportan distinto segun el
microorganismo en cuestion. Estas pruebas se basan en la afinidad que presentan
los colorantes por las estructuras bacterianas, los colorantes catiénicos, por ejemplo,
cristal violeta y safranina, usados en la coloracion de Gram, son atraidos por los
componentes de carga negativa de las bacterias como los &cidos nucleicos y los
polisacéaridos (Lépez-Jacome et al., 2014). En esta coyuntura Monrroy et al., (2013),
identificaron y estimaron la abundancia de microrganismos asociados a un sistema
de cultivo biofloc, a las cepas aisladas se les efectuaron pruebas morfolégicas
convencionales para su identificacion. Por otra parte, Flores y Roque (2017),
caracterizaron por via morfolégica y molecular diferentes aislados procedentes de
bioinsumos comerciales.

Los resultados de este trabajo muestran en las Figuras 26 a 29 para los aislados
bacterianos que, de los 40 seleccionados, 27 son de forma bacilar; 8 Gram positivos
y 19 Gram negativos y 13 son de forma cocécea; 2 Gram positivos y 11 Gram
negativos. Del mismo modo, para los aislados bacterianos no identificados aun (87
en total) que se muestran en los Anexos 7 al 14, 34 son de forma balicar; 19 Gram
positivos y 15 Gram negativos y 53 son de forma cocacea; 10 Gram positivos y 43
Gram negativos. En las Tablas 6 y 7 se puede determinar como resultado de las
pruebas morfolégicas una gran variedad de caracteristicas macroscopicas como
apariencia de la colonia (color, forma y consistencia) y caracteristicas microscépicas
(respuesta a la tincibn Gram, si se trata de cocos, bacilos u cocobacilos) y se describe
lo que antes fue planteado y que se puede corroborar segun las Figuras 26 a 29. En
los Anexos 15 y 16, se pueden ver las caracteristicas antes explicadas para los
aislados bacterianos aun no identificados.

Monrroy et al. (2013), llegaron a través de las pruebas morfolégicas a identificar
géneros bacterianos como: Aeromonas, Enterobacter, Bacillus, Pseudomonas, etc.
En el trabajo de Flores y Roque (2017), se utilizaron las pruebas microbioldgicas
como un apoyo preliminar de manera que pudieron identificar finalmente por
herramientas moleculares bacterias del género Bacillus de tipo subtillis y cereus,
ademas de cepas fungicas. Esto implica que conocer la morfologia de las colonias y
de las células bacterianas es fundamental para su identificacion y para la
diferenciacion de los microorganismos en general donde es posible, ademas de
distinguir su morfologia, reconocer sus rutas metabolicas. Cabe destacar que a este
nivel de diferenciacion sobre la morfologia microbiana se puedo declarar de manera
presuntiva que se contaba con bacterias pertenecientes a los géneros Bacillus y
Pseudomonas, lo que posteriormente fue confirmado mediante la identificacion final
por via molecular.

IC1;
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En lo que respecta a los aislados fungicos, las pruebas morfolégicas desarrolladas
permitieron observar diversas caracteristicas como la forma de las células en el caso
de los aislados levaduriformes y forma de las esporas para los filamentosos. En las
Figuras 30 y 31 se presenta una muestra representativa de las observaciones
macroscopicas y microscopicas realizadas a 10 cultivos puros de hongos, colectados
en la quesera artesanal y en los planteles mineros, los cuales fueron seleccionados
de un total de 36 hongos aislados (entre filamentosos y levaduriformes) para su
posterior identificacidn molecular en base a sus caracteristicas. Para observar el resto
de los cultivos fangicos no identificados y su respectiva observacion de esporas o
células, ver los Anexos de 17 al 19.
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Figura 30. Crecimiento en placa de Petri de los hongos levaduriformes en medio PDA y la observacion
de sus células al microscopio con un objetivo de 50x, de un total de 6 aislados obtenidos en ambos
sitios muestreados. Al-All: Candida pararugosa y células en forma de pera, Alll-AlV: Cybelindnera
jadinii y células en forma ovalada, BI-Bll: Cybelindnera jadinii y células en forma ovalada, BIlI-BIV:
Pichia jadinii y células en forma ovalada, CI-Cll: Rhodotorula mucilaginosa y células en forma ovalada,
CllI-CIV: Trichosporon asahii y células en forma ovalada (Fuente propia).
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Figura 31. Crecimiento en placa de Petri de los hongos filamentosos en medio PDA y la observacion
de sus esporas al microscopio con un objetivo de 50x, representaciéon de 4 hongos filamentosos de un
total 30 obtenidos en ambos sitios muestreados. Al-All: Aspergillus hiratsukae y esporas en forma
redonda, Alll-AIV: Penicillium janthinellum y esporas en forma redonda, BI-Bll: Penicillium

simplicissimum y esporas en forma redonda, BIII-BIV: Trichoderma sp y esporas en forma ovalada
(Fuente propia).

En complemento a las Figuras 30 y 31 se elaboraron las Tablas 8 y 9 donde
describen las caracteristicas morfolégicas macro y microscépicas mas comunes
observadas en cada uno de los 10 hongos que se identificaron. Ver Anexos 20y 21
donde se describen las caracteristicas morfol6gicas macroscopicas y microscopicas
de los 26 hongos aun por identificar.
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Tabla 8. Caracteristicas morfoldégicas macroscopicas y microscopicas de los hongos levaduriformes aislados en la
guesera artesanal y los planteles mineros.

Caédigo Caracteristicas Morfolégicas de Hongos levaduriformes
Observacién macroscopica Observacién microscopica
Apariencia de la colonia Resultado de tinciéon simple
QUESERA ARTESANAL
QID-09 Color naranja-rosada, forma circular, borde liso, superficie Célula en forma ovalada, sin observacién de nudcleo y de
convexa, brillante y consistencia mucoide. diferentes tamafios.
QID-15 Color crema, forma circular, borde liso, superficie convexa, Célula en forma ovalada, con observaciéon de nucleo, de
brillante y consistencia mucoide. diferentes tamafios y reproduccién por gemacion.
QID-16 Color blanca, forma puntiforme, borde ondulado, superficie Célula en forma de pera, con observacién de nucleo, de
elevada, opaca y consistencia rugosa-mucoide. diferentes tamafios y reproduccién por gemacion.
PLANTELES MINEROS
MID-08 Color crema, forma circular, borde liso, superficie convexa, Célula en forma ovalada, sin observacién de ndcleo y de
brillante y consistencia mucoide. diferentes tamafios.
. , . . Célula en forma ovalada, con observacion de nucleo, de
Color blanca, forma puntiforme, borde filamentoso, superficie 7. ~ = ., ;
MIIID-11 ! : L o diferentes tamafios, reproduccién por gemacion y presencia de
elevada, opaca, consistencia seca y formacion de micelio. .
seudohifa.
MIVD-09 Color crema, forma circular, borde liso, superficie convexa, Célula en forma ovalada con aspecto diplobacilos, con

brillante y consistencia mucoide.

observacién de nulcleo y de diferentes tamafios.

Fuente: Propia

I0T;
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Tabla 9. Caracteristicas morfoldgicas macroscopicas y microscopicas de los hongos filamentosos aislados en la
guesera artesanal y los planteles mineros.

Cédigo Caracteristicas morfologicas de Hongos de filamentosos
Observacién macroscopica Observaciéon microscopica
Color del cultivo en placa Apariencia del micelio Forma de esporas
Anverso Reverso

QUESERA ARTESANAL

QID-17  Blanco. Crema y contornos Colonia algodonosa, forma circular, plana, Forma redonda, lisa y contorno
claros. extendida, margen desflecado, superficie fino.

plegada en el centro, crecimiento limitado a los

puntos de siembra y consistencia blanda.
QIVD- Verde y pigmento Color amarillo Colonia granulosa, forma circular, plana, Forma ovaladay lisa.
12 amarillo  difusible intenso y pigmento extendida, sin margen, crecimiento invasivo en

en el medio. difusible en el medio la superficie del medio y consistencia seca y
de color amarillo. mucoide.

PLANTELES MINEROS
MVID- Amarillo con gris y Crema con centro Colonia polvosa, Forma circular, plana, Formaredonday lisa.
03 contorno blanco. oscuro. extendida, margen entero, crecimiento limitado

a los puntos de siembra, produccion de

exudado y consistencia blanda y mucoide.
MVID- Blancas con gris Negro con contorno Colonia polvosa, forma circular, plana, Formaredonday lisa.
11 azulado y centro crema. extendida, margen entero, superficie plegada,

café rojizo.

crecimiento no solo en los puntos de siembra y
consistencia blanda.

Fuente: Propia

I0T;
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Cada dia, los estudios de biologia molecular constituyen el soporte de toda
investigacion en el campo taxondmico y bioldgico, tanto de hongos como de cualquier
otro microorganismo. Sin embargo, se considera que aun estas técnicas moleculares
no deben ser abordadas en forma dU(nica, Sino en conjunto con ensayos
complementarios, que puedan permitir tener un conocimiento mas integral con
respecto a los caracteres morfolégicos, fisioldgicos y genotipicos de las levaduras y
hongos filamentosos (Mendoza, 2005). Muchas investigaciones que se han realizado
a la fecha, relacionadas con la identificacibn de hongos filamentosos vy
levaduriformes. Guerrero et al. (2004), obtuvieron levaduras de la flora natural de
frutos de manzana colectados en el estado de Chihuahua, México, las cuales se
identificaron a nivel de género mediante pruebas bioquimicas y fisiolégicas. Arias y
Pifieros (2008), aislaron e identificaron hongos filamentosos originarios de los
Paramos de Guasca y Cruz verde en Colombia especificamente en la zona de
frailejones, identificaron el género y su posible especie teniendo en cuenta las
caracteristicas macro y microscopicas observadas, dentro de esta ultima la
observacion de esporas. Paramo-Aguilera et al.,, (2012), realizaron estudios
centrados en la caracterizacion de la microbiota fungica cultivable de pétinas
biologicas seleccionadas en los alrededores del castillo de Chapultepec, un
monumento historico en la Ciudad de México. Estos ultimos autores presentan la
identificacion de 34 aislados de hongos representativos, seleccionados en base a
caracteristicas macroscoépicas diferenciales distintivas de un total de 300 hongos, se
caracterizaron utilizando enfoques morfolégicos y moleculares. Flores y Roque
(2017), mediante la investigacion realizada, caracterizaron microbiolégica vy
molecularmente la diversidad microbiana cultivable de bioinsumos comerciales
producidos artesanalmente en Nicaragua, especificamente realizaron pruebas
morfolégicas para bacterias y hongos.

Las pruebas morfolégicas desarrollas para la identificacion de hongos levaduriformes
y filamentosos permiti6 la determinacion de muchas caracteristicas macro y
microscoépicas. En la Figura 30 se muestras las caracteristicas de los hongos
levaduriformes (color, forma, consistencia y tamafio de las células) las cuales se
asemejan a las colonias bacterianas a excepcion de Trichosporon asahii que al contar
con seudohifas sus colonias se asemejan a las de hongos filamentosos, siendo esta
una de las caracteristicas mas importante que aproximé a su identificaciéon molecular;
asi mismo ocurre en el caso de la levadura Rhodotorula mucilaginosa ya que la
colonia presenta un color naranja-rosada lo cual es caracteristico del género
Rhodotorula sugiriendo su identificacion a nivel de género. En la Figura 31 se
muestran las caracteristicas de los hongos filamentosos (color en placa, apariencia
del micelio y forma de espora), en el caso de Penicillium janthinellum y Penicillium
simplicissimum presentan semejanzas en el crecimiento en placa, ademas de que
Sus esporas se asemejan porque ambos microorganismos pertenecen al mismo
género, pero se diferencian en el color en placa. ElI Trichoderma sp permitié la
apreciacion de la pigmentacion amarrilla-verdosa difusible en el medio muy
caracteristicos del género. El Aspergillus hiratsukae presentd una colonia de tipo
algodonoso caracteristico de su género. Una visibn completa de las caracteristicas
antes analizadas, es posible al ver las figuras de los Anexos del 20y 21, en las que
se presentan los aislados de hongos aun no identificados.

ir3:
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Por otra parte, en las Tablas 8 y 9 se describen las caracteristicas macro y
microscopicas de los aislados fungicos identificados. En el caso de hongos
levaduriformes se observaron las formas de las células siendo la mas comun la de
forma ovalada y sus tamafios varian de acuerdo al microorganismo que se observo,
se determind si presentaban o no seudohifas y en algunos casos se observaron
células en reproduccion. En los hongos filamentosos se observé la forma de las
esporas siendo la m&s comun la de forma redonda, ademas de la variacion de
tamafo, destacandose en ambos casos las esporas del aislado MIIID-14 por tener la
peculiar caracteristica de los hongos de género Fusarium. Los aislados QIID-17,
QVD-09 y MIVD-07 presentaron esporas hiladas que se asemejan a las del
Aspergillus niger. Una vision completa de las caracteristicas mas comunes
observadas es posible mediante el andlisis de las tablas en los Anexos 20y 21 para
los aislados de hongos no identificados.

Guerrero et al. (2004), mediante pruebas bioquimicas y fisiologicas identificaron seis
levaduras: dos cepas de Rhodotorula glutinis, Rhodosporidium diobovatum,
Rhodotorula mucilaginosa y las tres restantes como Candida oleophila. Arias y
Pifieros (2008), identificaron hongos filamentosos, siendo la poblacion fangica de
mayor incidencia encontrada los géneros Aspergillus y Penicillium. Paramo-Aguilera
et al. (2012), muestran como basandose en la combinacién de metodologias
fenotipicas y moleculares es posible diferenciar comunidades de hongos en algunos
casos hasta el nivel de especie. Ademas, se revelo la presencia de una comunidad
compleja de hongos representada principalmente por hongos filamentosos
pertenecientes a los géneros Fusarium, Trichoderma, Aspergillus, Cladosporium,
Alternaria, Mucor, Penicillium, Pestalotiopsis y el dimorfo Aureobasidium, junto con la
levadura Rhodotorula. Flores y Roque (2017), mediante la investigacion para los
hongos lograron la identificacion de un hongo a nivel de género (Penicillium). En
definitiva, la observacion de las caracteristicas macro y microscopicas constituyen
herramientas valiosas para completar la informacién para la identificacion molecular,
que permiten en la mayoria de ocasiones llegar a identificar un hongo hasta nivel de
especie. En este trabajo de igual manera que las investigaciones hechas
anteriormente se logré6 sugerir la identidad a nivel de género de algunos
microorganismos como son los casos de Rhodotorula y Trichosporum, Aspergillus,
Fusarium, Penicillium y Trichoderma, basado Unicamente en sus caracteristicas
morfologicas.
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7.1.4 ldentificacibn molecular de microorganismos seleccionados

La ausencia de concordancia entre las caracteristicas observables del aislamiento en
estudio y las correspondientes a la(s) cepa(s) de la especie tipo (no todas las cepas
de una misma especie muestran caracteristicas homogéneas, una misma cepa
puede generar diferentes patrones en ensayos repetidos y también las limitaciones
en las bases de datos, entre otros), hacen que los métodos fenotipicos realicen la
identificacion mas probable, pero no definitiva. Para solventar los problemas
inherentes presentados por los sistemas de identificacion fenotipica, se han impuesto
a los métodos genotipicos de identificacibn microbiana como procedimientos
complementarios o alternativos. En la década de los 80, comenzd la busqueda de
candidatos que, siendo genes estables, permitieran establecer relaciones
filogenéticas entre las bacterias, como los genes que codifican para las subunidades
ribosémicas 5S, 16S, 23S y sus espacios intergénicos (Fernandez, 2010).

El costo que conlleva la secuenciacién de un microorganismo para su identificacion
por via molecular es considerablemente alto, por esta razén el proyecto se limité a
identificar solamente 50 microorganismos de un total de 163 que se aislaron,
quedando pendiente la identificacion de 113 aislados (87 aislados bacterianos y 26
aislados fungicos filamentosos). El potencial biotecnoldgico que queda plasmado en
este banco de aislados aun por identificar, se espera que se explote con el desarrollo
de investigaciones aplicadas en diferentes areas como, la agricola e industrial (entre
otras) en Nicaragua. La bioprospeccion microbiana en la quesera artesanal y en los
planteles mineros dejo como resultado una gama de microorganismos
completamente identificados constituidos por, 18 cepas identificadas a nivel de
género y 32 cepas identificadas a nivel de especie en las cuales se distinguen 23
especies diferentes.

Identificacion molecular de bacterias

El gen ribosomal 16S es frecuentemente empleado para estudios filogenéticos debido
a que es una secuencia altamente conservada entre las diferentes especies de
bacterias, el gen se encuentra ubicado en la subunidad pequefia del ribosoma 30S,
asociado a esto, el gen ribosomal 16S es una region hiper variable lo que prevé
especificidad de especie, por lo cual resulta muy util para la identificacién de especies
bacterianas (Castillo et al., 2015).

Los 40 aislados bacterianos seleccionados fueron enviados a la compafiia Macrogen
en Corea del Sur para su secuenciacion con los primers 27F-1492R, 22 de estas
bacterias fueron aisladas en la quesera artesanal y 18 en los planteles mineros. La
compafia Macrogen envié como resultado de sus analisis las secuencias de las
bacterias en archivo FASTA, las cuales fueron analizadas (corregidas y alineadas)
como se plante6 en el acapite 6.5.2 para elaborar el arbol filogenético del cual se
presenta una fraccion en la Figura 32. Las secuencias corregidas y alineadas en
formato FASTA se presentan en el Anexo 22 y el arbol filogenético completo en el

Anexo 23.
EA
I 72
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®(31)7 27F

33) LC027448 1 Pantoea sp

{34) JN853253.1 Pantoea sp

(32) DQ129699.1 Halomonas sp

(35) KJ670113.1 Pantoea sp

{8) KX226332 1 Enterobacter sp

®(7) 3 27F

{9) FJ608240.1 Enterobacter sp

{11) KT804411.1 Enterobacter asburiae
——(40) JX411945_1 Enterobacter ludwigii
(39) MF927590.1 Enterobacter cloacae

378
554 375 (41) KP887099 1 Pantoea agglomerans
374 {38) MG563763.1 Enterobacter sp

367 ®(36) 7L 27F

330L37) KP240978 1 Enterobacter sp
{10) KF447414 1 Enterobacter sp
{12) KX242269 1 Enterobacter ludwigii
®(117)F 27F
{118) KF021237.1 Enterobacter sp
{119) KJO00748.1 Enterobacter sp
{120) KT375345.1 Enterobacter ludwigii
{121) MF581446 1 Enterobacter cloacae
®(122) G 27F
{123) MG584450_1 Enterobacter cloacae
{124) MH169129.1 Enterobacter ludwigii
{125) MHO071329.1 Enterobacter ludwigii
{126) MF276659 1 Enterobacter sp
€(195) X1 27F
{196) KX036862.1 Enterobacter cloacae
{197) KY524292 1 Enterobacter cloacae
{198) MF784351 1 Enterobacter sp
{199) MF4238594 1 Enterobacter sp

426 (46) KY027117 1 Enterobacter cloacae
427 (47) KP260658 1 Enterobacter hormaechei

435

433

436

428 (45) HE662664 1 Enterobacter sp
423 (44) KT726372.1 Enterobacter sp
430 (43) GQ284539 1 Enterobacter sp

L——— @(42) 8L 27F

415 ®(139) K 27F
423 IE(142) KY32347730 1 Klebsiella pneumoniae
431 {143) KY 780355 1 Escherichia coli

432 416—(17) GUY97596.1 Klebsiella pneumoniae
{140) KUB67113 1 Klebsiella pneumoniae
{16) JQB38151.1 Klebsiella pneumoniae

{15) MG372007 1 Klebsiella sp

{14) MG372024 1 Klebsiella sp

®(13) 3L 27F

{18) KX636139 1 Kiebsiella pneumoniae

425

Figura 32. Fragmento del arbol de relaciones evolutivas de las bacterias. La historia evolutiva se infirié
utilizando el método del vecino méas cercano. Se muestra el arbol éptimo con la suma de la longitud
de rama = 4.18061440. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de probabilidad
maxima compuesta y estan en las unidades del nimero de sustituciones de bases por sitio. El analisis
involucrd 226 secuencias de nucledtidos. Se eliminaron todas las posiciones que contienen huecos y
datos faltantes. Hubo un total de 363 posiciones en el conjunto de datos final. Los andlisis evolutivos
se realizaron en MEGA7 (Fuente propia). =
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Haciendo uso de la Figura 32, se obtuvo la identificacién final para cada uno de los
aislados y se resumen en la Tabla 10 y 11, donde se presentan los resultados de la
identificacion por via molecular de géneros y/o especies de las 40 bacterias
secuenciadas, obtenidos a partir del analisis de las secuencias y por medio del
andlisis del arbol filogenético de bacterias elaborado en el programa MEGA 7
utilizando el método del vecino mas cercano y la informacion de las secuencias del
GenBank que presentaban mayor homologia con cada secuencia en estudio.

Tabla 10. Identificacion molecular de 22 cepas de bacterias cultivables procedentes
de la quesera artesanal.

BACTERIAS IDENTIFICADAS EN LA QUESERA ARTESANAL

codiao codiao Vecino méas Max Iden.
. gc Muestra 99 cercano (Numero "~ max Identidad final
microorganismos secuencia score
de Acceso) (%)
Pseudomonas
QIA-02 Leche fresca H aeruginosa 2124 98 P:Lrjgoizlgsrl:s
(JX286672.1) g
QIE-08 Leche fresca X3 Serratia marcescens 2089 99 Serratia
(MF450442.1) marcescens
Serratia sp .
QIE-11 Leche fresca X2 (KU534524.1) 2002 99 Serratia sp
Pseudomonas Pseudomonas
QIA-13 Leche fresca 26G8 aeruginosa 2266 99 aerudinosa
(HM439966.1) 9
Leche Serratia marcescens Serratia
QIIE-10 descremada 25 (MG786380.1) 2008 99 marcescens
Leche Enterobacter sp
QIlIE-11 descremada 3 (KX226332.1) 1284 90 Enterobacter sp
Leche Pseudomonas sp Pseudomonas
QIIC-13 descremada D (LN831925.1) a8 sp
Lactosuero Escherichia sp
QllIB-09 simple 21G2 (MF429390.1) 2032 99 Escherichia sp
fermentado
Lactosuero Staphylococcus
QllB-10 simple 5 aureus 1685 99 Stapgzlrzszccus
fermentado (MG230264.1)
Lactosuero

: Escherichia coli " .
QIIE-12 simple I (MG388227.1) 2204 99 Escherichia coli

fermentado

QIIE-16 Lagitr?]?f:ro 3L Klebsiellasp 54589 97 Kiebsiella sp
fermentado (MG372024.1)
Lactosuero Enterobacter sp

QIVC-05 salado 7L (KP240978.1) 798 89 Enterobacter sp

IT1;
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Continuacién Tabla 10

BACTERIAS IDENTIFICADAS EN LA QUESERA ARTESANAL

codiao codiao Vecino més Max Iden.
. 9¢ Muestra 90 cercano (Numero " méx Identidad final
microorganismos secuencia score
de Acceso) (%)
Lactosuero Enterobacter cloacae Enterobacter
QIVE-08 salado X1 (KX036862.1) 1869 99 cloacae
Lactosuero Proteus penneri .
QIVB-10 salado 1 (MG685659.1) 1188 99 Proteus penneri
Sedimentos Planq(_:occus Planococcus
QVB-02 de drenaie X5 maritimus 2049 99 Maritimus
! (HM104376.1)
. Psychrobacter
QVE-06 Sdeed('j':‘een”;.‘(’: X4 alimentarius 2026 99 P;ﬁgﬁgﬁf}g
J (KT216565.1)
Sedimentos Enterobacter cloacae Enterobacter
QVD-20 de drenaje G (MG584450.1) 1971 99 cloacae
Sedimentos Enterobacter sp
QVvD-21 de drenaje F (KF021237.1) 1919 99 Enterobacter sp
Agua Klebsiella sp :
QVIB-08 residual 23G5 (MF429119.1) 2139 99 Klebsiella sp
Klebsiella .
QVIE-11 ) eAS?(;Jl?al K pneumoniae 1840 96 r}féitjrr:’l)er::Ze
(KY347730.1) P
Agua Serratia marcescens Serratia
QVIA-12 residual 2461 (KY379045.1) 2239 98 marcescens
Agua Bacillus cereus .
QVIE-17 residual 13 (KY622217.1) 1960 99 Bacillus cereus

Fuente: Propia
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Tabla 11. Identificacion molecular de 18 cepas de bacterias cultivables procedentes
de los planteles mineros.

BACTERIAS IDENTIFICADAS EN LOS PLANTELES MINEROS

cédino Cédido Vecino méas Max Ident.
. 9c Muestra 9 sercano (Numero max Identidad final
microorganismos secuencia de Acceso) Score (%)
Cola o lama Bacillus cereus :
MIIIA-01 fresca 6 (KY649378.1) 2174 99 Bacillus cereus
Cola o lama Pantoea sp
MIIIA-03 fresca 7 (LC027448.1) 424 80 Pantoea sp
Cola o lama Acinetobacter sp :
MIIIB-04 fresca M (KM108508.1) 1653 99 Acinetobacter sp
Cola o lama Bacillus sp .
MIIIC-06 fresca @) (MG593991.1) 1929 96 Bacillus sp
Cola o lama Pseudomonas sp
MIIIC-07 fresca N (KT321870.1) 2132 99 Pseudomonas sp
Cola o lama Bacillus Bacillus
MIVB-01 vieia P marisflavi 1916 97 marisflavi
) (KY616828.1)
Cola o lama Temibacillus Terribacillus
MIVB-02 vieia 9 saccharophilus 1855 99 saccharophilus
J (KX788920.1) P
Cola o lama Bacillus cereus .
MIVB-11 vieja 19 (MH010181.1) 2080 100 Bacillus cereus
Cola o lama Enterobacter sp
MIVC-13 vieja 8L (GQ284539.1) 2025 100 Enterobacter sp
Agua Aeromonas Aeromonas
MVB-02 residual X6 hydrophila 2128 99 hvdrophila
estancada (MG428986.1) ydrop
. Acinetobacter .
MVIA-01 %idé?“een”;%s R calcoaceticus 2180 99 ﬁ;;gg;%gﬁ‘;esr
I (KY091892.1)
. Exiguobacterium . .
MVIB-02 Sde;d(ljrpeenn;%s 11 aurantiacum 1820 96 EX;%?;E? acéirr':m
I (KF848481.1)
Sedimentos Acinetobacter sp .
MVIB-07 de drenaje S (KRO72554.1) 2150 99  Acinetobacter sp
Sedimentos Bacillus cereus :
MVIC-08 de drenaje T (KY622400.1) 2161 99 Bacillus cereus
Sedimentos Bacillus sp .
MVIC-09 de drenaje U (KY622516.1) 1916 100 Bacillus sp
Suelo de Bacillus sp .
MVIIA-01 colas 27AV2 (GQ340502.1) 2213 99 Bacillus sp
Suelo de Pseudomonas sp
MVIIC-03 colas Q (MG674361.1) 2012 99  Pseudomonas sp
Suelo de Bacillus sp .
MVIIB-08 colas 20 (KY490131.1) 1707 97 Bacillus sp

Fuente: Propia

I01;
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La secuenciacion del gen ARNr 16S ha servido como una importante herramienta
para determinar las relaciones filogenéticas entre las bacterias, las caracteristicas de
este procedimiento molecular hacen que sea una herramienta util para el estudio
filogenético y para la identificacion rutinaria de aislados bacterianos (Bou et al., 2011).
Actualmente se desarrollan numerosas investigaciones dentro del marco de la
identificacion microbiana aplicando las herramientas moleculares para tal fin, en la
mayoria de los casos estos trabajos ofrecen resultados convincentes sobre la
identidad de sus aislados como es el estudio desarrollado por Flores y Roque (2017),
donde obtuvieron exitosos resultados aislando e identificando 15 microorganismos a
partir de bioinsumos comerciales producidos artesanalmente. Ruiz (2014), identifico
21 cepas bacterianas con actividad lipolitica aisladas a partir de restos vegetales
horticolas sometidos a compostaje.

En la Figura 32 se observa como algunas de las bacterias secuenciadas se agrupan
correctamente en clados muy bien diferenciados para cada género y su especie. De
esta manera fue posible determinar claramente géneros como Pantoea sp,
Enterobacter sp y Klebsiella sp. En la figura del Anexo 23 se pueden apreciar las
afinidades filogenéticas de todas las bacterias con su género y su especie. Los
resultados de la identificacion de las 40 aislados bacterianos se enlistan en las Tablas
10y 11 con indicacion del género y la especie, su clasificacion taxonémica, el nimero
de pares de bases secuenciadas, porcentaje de homologia de la secuencia con la
correspondiente en el Genbank del NCBI y el nUmero de acceso de la misma.

En su mayoria cada bacteria (aislada) confirma su identidad con el 99% en
comparacion con las secuencias contenidas en el Genbank. El maximo score se
refiere a la puntuacion de alineacion mas alta o cantidad de bases (Adenina, Timina,
Citosina y Guanina) de la secuencia problema que coinciden en la misma posicion
con las bases de las secuencias contenidas en el GenBank. De manera general el
proceso de identificacion permitié obtener una amplia gama de géneros y especies
relacionadas a continuacion: Acinetobacter calcoaceticus (1), Aeromonas hydrophila
(1), Bacillus cereus (4), Bacillus marisflavi (1), Enterobacter cloacae (2), Escherichia
coli (1), Exiiguobacterium aurantiacum (1), Klebsiella pneumoniae (1), Planococcus
maritimus (1), Proteus penneri (1), Pseudomonas aeruginosa (2), Psychrobacter
alimentarius (1), Serratia marcescens (3), Staphylococcus aureus (1) y Terribacillus
saccharophilus (1), y entre los bacterias identificadas solo a nivel de género se
identificaron los tipos; Acinetobacter sp (1), Bacillus sp (4), Enterobacter sp (4),
Escherichia sp (1), Klebsiella sp (1), Pantoea sp (1), Pseudomonas sp (3) y Serratia
sp (1). Todo esto permite que a la fecha se cuente con 15 especies bacterianas
diferentes y que estan plenamente identificadas, quedando aun por precisar la
identificacion de las que estan identificadas hasta el nivel de género. Las especies
plenamente identificadas corresponden a: Acinetobacter calcoaceticus, Aeromonas
hydrophila, Bacillus cereus, Bacillus marisflavi, Enterobacter cloacae, Escherichia
coli, Exiiguobacterium aurantiacum, Klebsiella pneumoniae, Planococcus maritimus,
Proteus penneri, Pseudomonas aeruginosa, Psychrobacter alimentarius, Serratia
marcescens, Staphylococcus aureus y Terribacillus saccharophilus.

Ir%
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De todos los aislados que quedaron a nivel de género, solamente se destaca el
género Pantoea, ya que los demas géneros ya estan contenidos entre los
identificados a nivel de especie, pudiendo encontrarse alguna especie nueva entre
las que estan por completar hasta especie o repetirse alguna de las que ya se tiene.

Las cepas cuya secuencia tiene una homologia (% Identidad) con la depositada en
el Genbank del NCBI inferior al 95% pueden ser catalogadas sélo a nivel de género
(Tindall et al., 2010). En este caso, todas las secuencias superaron dicho limite,
excepto las correspondientes a las cepas con codigo QIIE-11, QIIC-13, QIVC-05 y
MIIIA-03, por lo que el resultado de su identificacion a nivel de especie no se puede
considerar fiable, aunque se pueden catalogar como pertenecientes al género
indicado. Para la correcta clasificacion de estas cepas se deberia realizar un estudio
mas profundo, bien obteniendo secuencias de mayor longitud o bien secuenciando
otras partes del genoma y realizando analisis fenotipicos complementarios que
permitan determinar la especie a la que pertenecen.

En relacion con la presencia de las cepas identificadas en los procesos de la quesera
y los planteles, todas las especies identificadas han sido aisladas previamente en
ambientes caracteristicos de estos procesos (Ruiz, 2014). Las especies de Bacillus
que en esta investigacién reunen un total de 9 cepas identificadas, tienen la
capacidad para sobrevivir a las variaciones térmicas debido a su capacidad para
formar endosporas, por ello, constituye uno de los géneros bacterianos dominantes
en la mayoria de los componentes ambientales, los resultados de Flores y Roque,
(2017), reportan que de 14 aislados bacterianos, 10 corresponden al género Bacillus
de los tipos cereus, flexus, pumilus, megaterium y subtillis. Otro de los géneros con
mayor incidencia es el de Pseudomonas de las cuales se reportan 5 cepas mediante
este trabajo y que también formaron parte de los resultados obtenidos por Ruiz
(2014). Ademas, los aislados bacterianos de los géneros Enterobacter, Escherichia,
Klebsiella, Proteus, Pseudomonas, Serratias y Staphylococcus (muchos de ellos
aislados en la quesera artesanal) concuerdan con los resultados obtenidos por Castro
(2013), en su trabajo de caracterizacion de la microbiota nativa del queso Oaxaca
tradicional.

Identificacién molecular de hongos

Los hongos seleccionados se identificaron molecularmente por la contratacion del
servicio de secuenciacion en la compafiia Macrogen y la realizacidén de los analisis
de las secuencias recibidas, con lo que fue posible construir el arbol filogenético del
cual se muestra una fraccién en la Figura 33. Las secuencias analizadas (corregidas
y alineadas) se presentan en formato FASTA en el Anexo 24 y el arbol filogenético
completo en el Anexo 25.
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a7 5) KX525702 1 Rhodotorula mucilaginosa
38 4'::6) KP300039 1 Rhodotorula sp
83 L {4) KX525698 1 Rhodotorula mucilaginosa
30 L {3) AB217506 1 Rhodotorula mucilaginosa
£l {2) AB217492 1 Rhodotorula mucilaginosa
a7 (1) Y7 LROR
{24) LN866279.1 Trichosporon sp
% {23) KY458749 1 Trichosporon sp
= {21) JN939454 1 Trichosporon coremiiforme
98 a9 ——{20) KT282395.1 Trichosporon asahii
93 ®(19) Y10 LROR
_92(:(22) HM627134.1 Trichosporon sp
{18) AY536215 1 Candida cf. pararugosa
5 {17) JX245064 1 Candida rugosa
108 = ®(13) Y3 LROR
a4 ——  14) HE660073 1 Candida pararugosa
a3 15) KF912816.1 Candida pararugosa
£16) JX649956.1 Candida pararugosa
#(25) Y12 LROR
709 @(7) Y8 LROR
107 T {8) NG 056278.1 Cyberlindnera jadinii
13 {9) EF550308 1 Cyberlindnera jadinii
112 ——{29) FJ873558.1 Pichia jadinii
1m {30) AJ508585.1 Pichia jadinii
110 #(31) Y13 LROR
{33) KU216432 1 Cyberlindnera sp
105 93,—(12) EF550308 1 Candida sp
106 L (34) EF550307 1 Candida sp
104 {32) EF550321.1 Cyberlindnera fabianii
103 {10) EF550317.1 Cyberlindnera mrakii
102 ————{26) LC170456.1 Cyberlindnera subsufficiens
101 27) JQ6725390.1 Cyberlindnera saturnus
100 28) JX242998.1 Cyberlindnera saturmnus
{11) EF550314 1 Candida sp
53 51) KR527132 1 Trichoderma longibrachiatum
B0 —:52) KJ174186.1 Trichoderma orientale
61 L {50) KU375461 1 Trichoderma longibrachiatum
62 L {49) KM979727 1 Trichoderma longibrachiatum
63 {48) KJ937997 1 Trichoderma sp
®(47)Z16 ITS1
54 57) KR909166 1 Neosartorya hiratsukae
65 58) MG098750.1 UNVERIFIED ASMBLY Aspergillus sp
6 L (56) KX953624 1 Neosartorya sp
gl ¢ L (58) KX960786.1 Aspergillus hiratsukae
68 (54) MG748676.1 Aspergillus hiratsukae
®(53) Z17 ITS1

Figura 33. Fragmento del &rbol de relaciones evolutivas de los hongos. La historia evolutiva se infirid
utilizando el método del vecino mas cercano. Se muestra el arbol 6ptimo con la suma de la longitud
de rama = 2.70992492. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de probabilidad
maxima compuesta y estan en las unidades del nUmero de sustituciones de bases por sitio. El analisis
involucré 58 secuencias de nucleodtidos. Se eliminaron todas las posiciones que contienen huecos y
datos faltantes. Hubo un total de 359 posiciones en el conjunto de datos final. Los andlisis evolutivos
se realizaron en MEGA7Y (Fuente propia).
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Haciendo uso de la Figura 33, se obtuvo la identificacion final para cada uno de los
aislados que se resumen en la Tabla 12 donde se presentan los resultados de la
identificacion molecular a nivel de género y/o especie de los 10 hongos secuenciados,
gue finalmente se obtuvo a través de la correlacion descrita por el arbol filogenético
de los hongos que se elaboré en el programa MEGA 7 utilizando el método del vecino
mas cercano Yy la informacion de las secuencias del GenBank que presentaban mayor
homologia.

Tabla 12. Identificacion molecular de 10 cepas de hongos cultivables procedentes de
la quesera artesanal y los planteles mineros.

HONGOS
Vecino mas Iden
Caédigo Cédigo cercano Max. 2 . .
microorganismo Muestra secuencia (Numerode  Score ng(;v)( ldentidad final
Acceso) 0
HONGOS LEVADURIFORMES
Rhodotorula
QID-09 fLri‘;Ez Y7 mucilaginosa 1849 100 rﬁﬂg‘l’:tﬁ]rg;
(AB217492.1) 9
Cyberlindnera .
QID-15 peche v8 jadini 2132 g9 ~ CYPeindnera
(NG056278.1) J
Candida .
QID-16 L_ri(szzz Y9 pararugosa 1000 100 ;Z?Sliasa
(HE660073.1) pararug
Lodo en Pichia jadini
MID-08 dique de Y13 (AJ508585.1) 660 88 Pichia jadinii
cola
Cola o lama Trichosporon Trichosporon
MIIID-11 fresca Y10 asahii 1840 99 asaﬁii
(KT282395.1)
Cola o lama Cyberlindnera Cybelindnera

MIVD-09 Y12 jadinii 621 81

vieja (NG056278.1) jadini
HONGOS FILAMENTOSOS
Aspergillus .
QID-17 hi‘s’zg 717 hiratsukae 959 100 ﬁﬁgfsrgﬂgjes
(MG748676.1)
Lactosuero Trichoderma sp :
QIVD-12 salado Z16 (K1937997.1) 880 100  Trichoderma sp
Sedimentos . Per_li(_:illi_um Penicillium
MVID-03 de drenaie Z15 simplicissimum 942 100 simplicissimum
J (KM104597.1) P
. Penicillium .
MVID-11 Sedimentos 1, janthinelum 837 g9 Pemicilium
de drenaje janthinellum

(MF355386.1)

T

Fuente: Propia
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Los métodos moleculares como PCR agilizan la identificacion analizando regiones
especificas dentro de los genes. Las secuencias ITS son una de las mas utilizadas
en la identificacion, como cédigo de barras estandar para hongos (Lafuente et al.,
2016). Hasta la fecha se han realizado varias investigaciones que implican la
identificacion molecular de hongos filamentosos y levaduriformes. Lopez et al.,
(2010), aislaron e identificaron molecularmente las levaduras asociadas a las bebidas
fermentadas de maiz, pifia y arracacha, que son bebidas artesanales producidas en
Colombia. Godoy (2013), en su investigacion aislé e identifico molecularmente a nivel
de especie levaduras nativas No-Saccharomyces presentes en uvas. Cardona et al.
(2012), aislaron e identificaron molecularmente hongos provenientes de tejidos de los
tallos infectados de cultivos de vainilla en Colombia. Alvarez et al. (2013), realizaron
aislamientos de microorganismos de la rizosfera de plantas de vainilla en un cultivo
piloto ubicado en el municipio de Sopetran (Antioguia, Colombia) y posteriormente
seleccionaron 52 morfotipos para su identificacion molecular por secuenciacion de
las regiones ITS y 16S del ADN ribosomal para hongos y bacterias, respectivamente.
Flores y Roque (2017), a través de la investigacion realizada, identificaron
molecularmente la diversidad microbiana (incluidos hongos) cultivables de
bioinsumos comerciales producidos artesanalmente en Nicaragua.

En el presente trabajo, por medio de la identificacion molecular se identificaron a nivel
de género y especie las 10 cepas fungicas seleccionadas. En el fragmento del arbol
filogenético que se presenta en la Figura 33 (ver el Anexo 25 donde se presenta la
figura del arbol filogenético completo y que integra la informacion) se observa la
presencia de clados bien definidos para cada uno de los géneros haciendo mas
sencilla la identificacion a nivel de especies de 6 levaduras (2 Cybelindnera jadinii, 1
Rhodotorula mucilaginosa, 1 Candida pararugosa, 1 Trichosporon asahii y 1 Pichia
jadinii) y 3 hongos filamentosos (Penicillium janthinellum, Penicillium simplicissimum
y Aspergillus hiratsukae), mientras que el analisis filogenético con la regién ITS, no
ofrecidé una resolucion suficiente para determinar la especie del hongo identificado
como miembro del género Trichoderma sp. Adicionalmente en la Tabla 12 se detallan
los resultados obtenidos de la identificacion molecular (vecino mas cercano, maximo
score y % de maxima identidad) donde se aprecia como en la mayoria de los casos,
cada hongo confirma su identidad con un 100% en comparacion con las secuencias
contenidas en el Genbank.

Las levaduras obtenidas con mayor abundancia por Lopez et al. (2010) en las tres
bebidas fermentadas fueron Saccharomyces cerevisiae (15%), Pichia guilliermondii
(18%) y Candida tropicalis (18%). Godoy (2013), en el estudio logré identificar 26
especies diferentes de levaduras proveniente de uvas por la via de identificacion
molecular, entre las especies identificadas se destacdé Hanseniaspora uvarum con un
50-75% de representacion de los aislados. Cardona et al. (2012), mediante la
secuenciacion de las regiones ITS1 y ITS4 y la construccion del arbol filogenético
identificaron molecularmente a nivel de especie a los hongos Lasiodiplodia
gonubiensis, Lasiodiplodia theobromae y Fusarium oxysporum y a nivel de género
Phoma, Arthrinium, Bionectria y Nigrospora. Alvarez et al. (2013), por analisis de
secuencias ITS identificaron cuatro hongos pertenecientes a las especies
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Plectosphaerella cucumerina, Penicillium griseofulvum, Bionectria ochroleuca y
Aspergillus fumigatus y dos hongos pertenecientes a los géneros Fusarium y Phoma.
De esta manera se comprueba que la identificacion molecular por la técnica de PCR
para las regiones ITS y D1/D2/D3 constituyen valiosas herramientas de las cuales se
obtienen secuencias que al ser analizadas y comparadas con las que se encuentran
en el Genbank del NCBI, permiten a través de la elaboracion de arboles filogenéticos
identificar hongos aislados de diversos ecosistemas. Los resultados de las pruebas
morfologicas corroboraron los obtenidos por via molecular, ejemplo, para los aislados
QID-09 y MIIID-11 se presumian las identidades a nivel de género como Rhodotorula
y Trichosporon (antes de su identificacion) y al ser comparados se confirmd que
pertenecen a las especies Rhodotorula mucilaginosa y Trichosporon asabhii,
respectivamente; asi mismo, sucedio para los hongos filamentosos. Este trabajo, al
igual que los trabajos previamente citados, muestra que las pruebas morfolégicas
unidas a pruebas moleculares constituyen un vehiculo adecuado para la identificacion
microbiana.

7.1.5 Aplicaciones biotecnoldgicas agricolas e industriales de las cepas
autéctonas identificadas

La identificacion molecular permitié finalmente conocer la identidad de los 50 aislados
seleccionados para este fin, a partir de los cuales se logré establecer diferentes
aplicaciones biotecnoldgicas en las areas de interés (agricultura e industria) ademas
de aplicaciones ambientales. Se realizé una busqueda bibliografica en bases de datos
internacionales para revisar los estudios de desarrollo de bioprocesos donde se
aplicaron cepas similares a las cepas autoctonas identificadas.

Los resultados de la busqueda anterior se reportan en las Tablas 13, 14 y 15, donde
se resumen las aplicaciones biotecnolégicas de 15 cepas de bacterias identificadas
a nivel de especie y 8 a nivel de género, 4 cepas de levaduras identificadas a nivel
de especie, 3 cepas de hongos filamentosos identificados a nivel de especie y una
cepa de hongo filamentoso identificada a nivel de género. Estas aplicaciones
sugeridas para cada cepa se sujetan a revisiones bibliograficas de rigor cientifico, la
mayoria publicadas en los ultimos 10 afios.
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Tabla 13. Aplicaciones biotecnologicas de utilidad agricola e industrial de los aislados bacterianos identificados a nivel
de especie, procedentes de la quesera artesanal y los planteles mineros.

Microorganismos Aplicaciones Referencias
Acinetobacter e Activa la via de sintesis de las giberelinas (GA) principalmente las bioactivas, Kang et al. (2012)
calcoaceticus promoviendo el crecimiento de la planta de pepino al ser utilizada como PGPR

ecoldgico.

e Tiene potencial aplicacion en la degradacién de plaguicidas y en la promociéon Zhao et al. (2012)
del crecimiento de la planta, ya que actda en la solubilizacién de fosfato, acido
indol-3-acetico y en la produccién de sideroforo.

e Actla en la purificacion de la peroxidasa de lignina para la oxidacion de sustratos Ghodake et al. (2008)
incluyendo; Mn?2*, triptéfano, mimosina, L-Dopa, hidroquinona, xilidina, n-
propanol, alcohol veratryl y diez tintes textiles de diversos grupos.

e Sintetiza sustancias con propiedades emulsionantes y de superficie (SAS y Pirog et al. (2009)
emulgentes) mientras crece tanto en hidréfilos (etanol) como en sustratos
hidréfobos (haxadodecano).

e Presenta caracteristicas de utilidad para el disefio de estrategias para la Marin et al. (1995)
biorremediacion de sitios contaminados con hidrocarburos.

Aeromonas hydrophila e A nivel de laboratorio fue reportada como solubilizadora de fosfato. Lara et al. (2011)
e Posee una alta eficiencia en la remocién de plomo en aguas residuales Ramirez etal. (2016)
sintéticas.
Bacillus cereus e Biorremediacion de sitios contaminados con cromo hexavalente (Cr*¢) con Ramirez y Benitez (2013)

capacidad de tolerar hasta 8000 ppm y remover el 100% del contaminante.

e Degradaciéon de petroleo Diesel-2 debido a la interacciéon de Pseudomonas Mendozay Guerrero (2015)
aeruginosa y el consorcio microbianao propio del ambiente marino
(Rhodococcus erythopolis, Bacillus cereus y Pseudomonas flourescens).

Bacillus marisflavi e Produce carotenoides con niveles maximos de absorcién de 455 nm, por lo tanto, Wang et al. (2015)
forma parte de un consorcio de microbios que degrada los lubricantes.

I52;
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Continuacién Tabla 13

Microorganismos Aplicaciones Referencias

e Aplicada en biosorcion de cromo, ya que es tolerante a concentraciones de hasta Mishra y Doble (2008)
700 mgl/L.

e Productora de biofloculante a partir del hidrolizado del efluente generado en la  Nurul-Adela et al. 2016
molienda del aceite de palma (POME).

¢ Sintetiza nanoparticulas de oro que pueden ser utilizadas como nanocatalizador Nadaf y Kanase (2016)
para la degradacion del rojo Congo y el azul de metileno.

Enterobacter cloacae e Muestra una alta actividad solubilizadora de fosfato in vitro. Posee propiedades Lara y Oviedo (2013)
provechosas para la agricultura sostenible al incidir favorablemente en el
crecimiento y desarrollo de plantas de rabano (R. sativus L.).

Escherichia coli e Actla en la biosintesis de nanoparticulas de oro para su aplicacion en la Du et al. (2007)
electroquimica directa de la hemoglobina.

e Es utilizada para la visualizacién de superficie promoviendo la exposicién de Van etal. (2011)
péptidos y proteinas.

e Activa los sistemas de transporte de aminoacidos bacterianos fundamentales Burkovskiy Kramer (2002)
para el metabolismo celular.

Exiguobacterium e Produce éacido 3-indol acético (AlA) que contribuye al crecimiento vegetal. Gomez et al. (2012)

aurantiacum . . L . . . -
e Es utilizada en biorremediacion de ambientes contaminados con petréleo por su  Mohanty y Mukherji (2008)

capacidad de degradar alcanos de largas cadenas (C9-C26, diésel).

e Produce un pigmento naranja, cuyo analisis revel6 la presencia de carotenoides. Shatila et al. (2013)
Estos carotenoides demostraron actividad antifingica contra Fusarium sp,
Penicilium sp y Alternatria sp.

e Tiene la capacidad de crecer en pH alcalino en presencia de metales pesados 'y Strahsburger et al. (2017)
condiciones salinas.

Klebsiella e Fijadora de nitrégeno; considerada por tanto como una rizobacteria promotora Babalola (2010)
pneumoniae del crecimiento de plantas.

e Fermenta los cultivos de alginato de sodio que producen alginato liasa @stgaard et al. (1993)
extracelular especifica para guluronato usada en biotecnologia de algas.

Tar
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Continuacién Tabla 13

Microorganismos

Aplicaciones

Referencias

Planococcus
maritimus

Proteus penneri

Pseudomonas
aeruginosa

Se utiliza como agente reductor en la biosintesis extracelular de nanoparticulas
de oro, mediante un sencillo procedimiento bioldgico.

Actla en consorcio con otras cepas en la degradacion de méas del 70% del
colorante Malachite Green, debido a las actividades enziméticas hidroliticas
extracelulares y a sus propiedades de biorremediacion.

Puede degradar los compuestos BTX (Benceno, Tolueno, Xileno) al utilizarlos
como Unica fuente de carbono para su crecimiento en condiciones aerobias por
lo que puede desempenfar un papel importante para la biodegradacién de BTX
en diferentes sitios marinos contaminados.

Reduce el cromato incluso en presencia de diferentes iones metalicos divalentes
y en condiciones salinas, por lo que puede contribuir de manera prometedora
para el tratamiento de cromo hexavalente toxico presente en aguas residuales
industriales salinas.

Se utiliza para la produccién de biosurfactante (BS) para la captacion de petréleo
en ambientes contaminados. La produccién de estas moléculas bioactivas (BS)
juegan un papel fundamental en su adaptacion a ambientes adversos ya que
tolera concentraciones de hasta 2.7 M NacCl.

Es una bacteria productora de lipasas que catalizan la hidrolisis del triaglicerol y
se usan ampliamente como biocatalizadores para la produccién de biodisel.

Los metabolitos activos de esta bacteria se utilizaron para la formulaciéon de un
bioproducto aplicado en un cultivo de tomate favoreciendo el crecimiento,
desarrollo y rendimiento global del cultivo.

Productora de lipasas; una enzima que ademas de catalizar la hidrolisis, cataliza
la sintesis de acilgliceroles de cadena larga, por lo que es muy utilizada en la
industria organica.

Degrada eficientemente diferentes tipos de grasas y aceites, incluidos los
residuos de aceites comestibles.

Posee una alta capacidad para degradar petréleo Diesel-2 en agua de mar.

£

Malarkodi et al. (2013)

Farha et al. (2018)

Desouky et al. (2015)

Subramanian et al. (2012)

Waghmode et al. (2019)

Korman y Bowie (2012)

Terry et al. (2010)

Jeager y Reetz (1998)

Hasanuzzaman et al. (2004)

Mendoza y Guerrero (2015)
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Continuacién Tabla 13

Microorganismos

Aplicaciones

Referencias

Psychrobacter
alimentarius

Serratia marcescens

Staphylococcus
aureus

Terribacillus
saccharophilus

Presenta actividad solubilizadora de fosfato relacionado con la liberacién de
acidos organicos, gluconicos, tartaricos, acéticos y citricos, aumentando el
rendimiento en las plantas de tabaco.

Resistente a iones de metales pesados divalentes (Pb2*, Cu2*y Cd?*), por lo que
es ampliamente aplicada en biorremediacion.

Presenta propiedades antagonicas contra patégenos fangicos en el suelo;
Fusarium oxysporum, Phytophthora cinnamomi y Rhizoctonia solani.

Productora de lipasa, la cual hidroliza de forma estereoselectiva el
isopropilidenglicerol racémico, que es un componente bésico en una variedad
de reacciones de sintesis organica.

Produce un pigmento rojo biodegradable que puede ser usado en la industria
textil, cosmética, farmacéutica, etc.

Hasta el momento de la busqueda no se encontr6 ninguna aplicacion
biotecnolégica.

Promueve el crecimiento de las plantas estimulando su desarrollo al inducir la
biosintesis de metabolitos secundarios, como los terpenos, que reducen la
incidencia de estrés vegetal.

Gao et al. (2016)

Abd-Elnaby et al. (2016)

Kavroulakis et al. (2010)

Jaeger et al. (1997)

Gulani et al. (2012)

Salomon et al. (2016)

Fuente: Propia
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Tabla 14. Aplicaciones biotecnologicas de utilidad agricola e industrial de los aislados bacterianos identificados a nivel
de género procedentes de la quesera artesanal y los planteles mineros.

Microorganismos

Aplicaciones

Referencias

Acinetobacter sp

Bacillus sp

Biodegradacion de fenol: capaz de eliminar fenol / L en medio liquido y metabolizar
el fenol en concentraciones en el tratamiento de aguas residuales que contienen
fenol.

Biodegradacion de n- alcanos con longitudes de cadena que van desde el decano
(C 10 H 22) al del tetracontano (C 40 H s2).

Biodegradacion de fenol: se utilizd alcohol polivinilico como matriz de gel para
inmovilizar células mixtas de dos cepas mediante congelacién y descongelacion
repetidas.

Biodegradacion y biorremediacion: posee una excelente resistencia al frio, es capaz
de eliminar amonio, nitrito y nitrato y eliminacion eficiente de DQO y TN de las aguas
residuales sintéticas.

Biodegradacion: degradan las n- parafinas de cadena larga del aceite de motor de
automovil y también reduce el peso del aceite residual por metabolizaron a través de
la via de oxidacién terminal den-canano.

Biosorcién: eliminacion de cromato [Cr (VI)] en consorcio con Serratia mercascens,
fluorescencia de Pseudomonas, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.

Biosintesis de a-amilasa: utilizando la metodologia de superficie de respuesta.

Biosintesis: produccién de proteasa con la utilizacién de diversos sustratos.

Biosintesis: sintesis de nanoparticulas de plata en exposicién a una solucién acuosa
AgNO.

Biorremediacion: decoloracion de los colorantes azoicos por enzima azorreductasa.

Biosintesis de serina proteasa: se purific6 mediante cromatografia en columna de
Sephadex A-50 y Sepharose 6B, la enzima permanece activa y estable en varios
detergentes.

Biodegradacioén de Cr (VI) por la célula y actividad enzimatica.

I£T;

Wang et al. (2007)

Throne et al. (2007)

Liu et al. (2009)

Yao et al. (2013)

Koma et al. (2001)

Srivastava y Thakur (2007)

Tanyildizi et al. (2005)

Patel et al. (2005)
Pugazhenthiran et al. (2009)

Maier et al. (2004).
Singh et al. (2001)

Elangovan et al. (2006)
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Continuacién Tabla 14

Microorganismos

Aplicaciones

Referencias

Enterobacter sp

Escherichia sp

Klebsiella sp

Biodegradacion: degradacién de plumas de pollo y su residuo y el caldo fermentado
se convertirian en un alimento proteico para los animales.

Biosorcion de plomo (Pb), cobre (Cu) y cadmio (Cd) utilizando la biomasa.

Bioprotector: inoculacion de Burkholderia phytofirmans y Enterobacter sp. en plantas
de maiz para protegerse de los efectos inhibitorios del estrés por sequia.

Biodegradacion: decoloracion del colorante reactivo reactivo Negro 5, también
mostré una gran capacidad para decolorar varios tintes textiles reactivos, incluidos
los tintes azo y antraquinona.

Biodegradacion y biorremediacion: degrada el ftalato de dibutilo (DBP) como fuente
de carbono y remediacion de ftalico acido de diéster en residuos sélidos municipales
en un biorreactor de vertedero.

Bioacumulacion de mercurio y biosintesis simultanea de nanoparticulas de mercurio.

Biosintesis de quitanasa antifingica usando como sustratos la quitina en escamas,
la quitina de concha de cangrejo, el tallo de la seta, la pared celular fungica, el
salvado de trigo y el salvado de arroz.

Hasta el momento de la busqueda no se encontrd ninguna aplicacién biotecnoldgica.

Biodegradados en un tratamiento microaerofilico-aerébico secuencial vy
biodecoloracién de tintes azoicos textiles reduccién del enlace azo y un proceso
oxidativo.

Biosintesis de pigmento de melanina por hidroxilacién de Ltyrosine, se sintetiza por
la via DOPA-melanina.

Biorremediacion de suelos y aguas contaminados con atrazina: usa la atrazina como
Unica fuente de carbono y nitrdgeno con alta eficiencia de mineralizacionina.

Reduccion de molibdato éptimamente a azul de molibdeno usando fosfato 4,5 mM,
molibdato 80 mM y usando fructosa al 1% (p / v) como fuente de carbono.

Generacion de electricidad: bacteria electroquimicamente activa emplead en un MFC
de tipo “H” para la electrogénesis, con glucosa como donador de electrones.

IF1;

Suntornsuk
(2003)

Lu et al. (2006)
Naveed et al. (2014)

Wang et al. (2009)

Fang et al. (2010)

Sinha y Khare (2011)
Dahiya et al. (2005)

Franciscon et al. (2009)

Shrishailnath et al. (2010)
Yang et al. (2010)
Lim et al. (2011)

Xia et al. (2010)

y  Suntornsuk
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Continuacién Tabla 14

Microorganismos

Aplicaciones

Referencias

Pantoea sp

Pseudomonas sp

Serratia sp

Biopromotor; protege a las plantas de los efectos nocivos de los estresantes
abidticos.

Biosorcion de la biomasa bacteriana para el cromo (VI), cadmio (ll) y cobre (ll):
absorcion de metal para biomasa seca

Produccion de biosurfactantes durante el crecimiento en medio de sales minerales
con un 2% de n-parafinas o queroseno como Unica fuente de carbono

Biodegradacion de acido tanico

Cumplen un rol importante en el biocontrol, por su amplia diversidad de compuestos
bioactivos hacia el control de patégenos de plantas.

Utilizada en degradacion de lodos petroquimicos ricos en hidrocarburos tanto
aromaticos como saturados o alifaticos.

Tiene efecto antagonico frente a los hongos xil6fagos causantes del biodeterioro de
la madera.

Es capaz de solubilizar fuentes de fésforo de baja solubilidad como la roca fosférica
(de gran importancia en la agricultura sostenible), incrementando de manera
significativa la biomasa y el desarrollo de las plantas.

Cumplen un rol importante en el biocontrol, por su amplia diversidad de compuestos
bioactivos hacia el control de patdgenos de plantas.

Tiene gran influencia en la salud de la planta al mejorar la adquisiciéon de nutrientes
y la estimulaciéon hormonal.

Singh et al. (2015)

Ozdemir et al. (2004)

Tonkova y Gesheva (2007)

Pepi et al. (2010)

Canchignia et al. (2015)

Chirinos et al. (2010)

Garcia et al. (2018)

Sanchez et al. (2014)

Canchignia et al. (2015)

Berg (2009)

Fuente: Propia

IF1;
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Tabla 15. Aplicaciones biotecnoldgicas de utilidad agricola e industrial de aislados de hongos filamentosos y
levaduriformes identificados a nivel de especie y/o género, procedentes de la quesera artesanal y los planteles mineros.

Microorganismos

Aplicaciones

Referencias

Candida pararugosa

Cyberlindnera jadinii

Rhodotorula
mucilaginosa

HONGOS LEVADURIFORMES

Koumiss: mejora del aroma y la textura del producto con la adicién de nutrientes
a la salud humana.

Reduccion in vitro del cromo hexavalente utilizando la cromato reductasa cruda
(CChR) de Pichia jadinii.

Biocontrolador: inhibe el crecimiento y la morfogénesis de Candida albicans.

Obtencién de proteina 26-KDa a partir de los nucleosidos mitocondriales.

Biocatalisis de 4-hidroxi-2-butanona a (R) -1,3-butanodiol.

Biolixiviacion: sintesis de nanoparticulas de oro en exposicién a acido
cloroaurico (HAuUCly).

Produccion de carotenoides: uso de desechos agricolas como fuente de
carbono.

Produccién de aceite unicelular a partir de hidrolizado de almidén de yuca.

Produccion de aceite unicelular a partir de hidrolizados de inulina y extracto de
tubérculos de alcachofa de Jerusalén.

Biocontrol de la descomposicién del moho gris y azul postcosecha de manzanas
y posibles mecanismos de accion.

Biosensor microbiano modificado voltamétrico para la determinacion de Cu (l1).

Biodegradacioén: degradacion aerobia del nitrobenceno por inmovilizacion de
Rhodotorula mucilaginosa en espuma de poliuretano.

Biodegradacion en suelos arcillosos de acetamiprid y el tiacloprid por hidrolisis.

Biocontrolador del moho azul en manzanas causado por penicillium expansum.

I52;

Nandy y Srivastava (2018)

Martorell et al. (2012)

Buerth et al. (2016)
Miyakawa y Yawata (2007)

Yang et al. (2014)

Gericke y Pinches (2006)

Aksu y Tugba (2005)

Li et al. (2010)
Zhao et al. (2010)

Lietal. (2011)

Yice et al. (2010)
Zheng et al. (2009)

Dai et al. (2010)
Gholamnejad et al. (2010)



Bioprospeccién microbiana dirigida al desarrollo del agro y la industria nacional

Continuacién Tabla 15

Microorganismos

Aplicaciones

Referencias

Trichosporon asabhii

Aspergillus hiratsukae

Produccién de xilitol a partir de xilosa, etanol a partir de glucosa, galactosa y
manosa, y de arabitol a partir de arabinosa por fermentacion.

Biodegradacién completa de los acidos protocatecucico, vanilico y p-coumarico
y tirosol y reduccién el 56% y el 44% del acido galico y el catecol en aguas
residuales de almazaras.

Tratamiento biologico de aguas residuales de un loino de oliva: disminucion del
DQO, la concentracién de compuestos polifendlicos y el color del efluente.

Mejora del proceso de biolixiviacion de lodos de curtiembre a través de la
elevacion de CO: disuelto y los niveles de sustancias poliméricas extracelulares
en solucion.

Biorremediacion: productor de biosurfactante en medio de sales minerales que
contiene aceite diésel como fuente de carbono y que se considera un producto
eficiente, degradador del gaséleo (95%).

Biosintesis de lipasa utilizada para desarrollar reacciones hidroliticas deseadas.

Biorremediacion de aguas residuales del descafeinado en industria de café: la
eliminacién de cafeina (mediante degradacion).

Produccion de lipasa activada por tiol y desarrollo de una formulacién de
prelavado para eliminar el aceite de la tela sucia a temperatura ambiente.

Biorremediacion: capacidad para asimilar y degradar los fenilalcanos. Ademas,
los componentes de aceite aromético sustituido con alquilo pueden usarse para
la sintesis microbiana de cumarinas.

Produccién de liopasa extracelular menor de 27 kDa para produccion eficiente
de biodiesel a partir de aceite de coco con una tasa de conversion de 87.6 %.

HONGOS FILAMENTOSOS

Hasta el momento de la bUsqueda no se encontr6 ninguna aplicacion
biotecnolégica.

IF1;

Bura et al. (2012)

Jarboui et al. (2015)

Jarboui et al. (2012)

Wang et al. (2010)

Chandran y Das (2010)

Kumar et al. (2009)
Lakshmi y Das (2012)

Kumar et al. (2009)

Awe et al. (2009)

Kumari y Gupta (2012)
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Continuacién Tabla 15

Microorganismos

Aplicaciones

Referencias

Penicillium
janthinellum

Produccidn de enzimas xilanoliticas a partir de desechos organicos: La mazorca
de maiz y la cascara de avena fueron los mejores inductores, mientras que el
bagazo de cafia de azlcar y la cascara de maiz fueron moderadamente buenos.

Produccién de celulasa idnica y liquidas que son capaces de hidrolizar la celulosa
en material lignocelulésico como celulosa o vapor exploté bagazo en combinacion
con salvado de trigo, se estudio en fermentacién en estado soélido.

Produccion de celulasa para la aplicacién en procesos separados de hidrélisis y
fermentacion y de sacarificacion y fermentacion simultaneas para la produccion
de bioetanol a partir de paja de trigo pretratada.

Hiper produccion de a-amilasa extracelular en fermentacién en estado soélido.

Pellets de micelio preparados aplicados como biosorbentes para eliminar tintes
de soluciones acuosas.

Biotransformacion de imperatorin y produccién de metabolitos transformados con
actividad anti-osteoporosis.

Preparacién de filtrado de cultivo para mejorar el crecimiento y resistencia al
estrés de salinidad de las plantas huésped y de Sitiens al producir giberelinas y
activar los mecanismos defensivos.

Produccion de enzimas celuloliticas a través de diversas secreciones usando
como fuente la paja de trigo.

Biosintesis de nanoparticulas de plata (AgNO3) usando Aspergillus conicus,
Penicillium janthinellum y Phomosis sp. con potencial antimicrobiano.

Biosintesis de quitosanasa a partir de un medio Penicillium janthinellum D4 que
contiene polvo de pluma de calamar (SPP) y se purific6 mediante precipitacion
con sulfato de amonio y cromatografia de columna combinada.

Biorremediacién: degradacion de petréleo crudo en los efluentes del rio Kaduna
por Pseudomonas aeruginosa y Penicillium janthinellum.

Biosintesis de celulasa por mutantes de Penicillium janthinellum utilizando
fermentacion sumergida como la fermentacién en estado sélido y su aplicacion
en la hidrolisis de Avicel y celulosa.

Bioprotector: mejorar la toxicidad inducida por aluminio (Al) en plantas tolerantes
de tomate (Solanum lycopersicum).

IF1;

Oliveira et al. (2006)

Adsul et al. (2009)

Rani et al. (2014)

Sindhu et al. (2009)
Wang et al. (2015)

Lv et al. (2013)

Khan et al. (2013)

Sharma et al. (2015)
Bharathidasan
Panneerselvam (2012)
Nguyen et al. (2014)

Bako et al. (2008)

Singhvi et al. (2011)

Latif et al. (2015)
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Continuacién Tabla 15

Microorganismos Aplicaciones Referencias

¢ Biorremediacion: la reduccion y la metilacién de As (V) se formaron como As (Ill), Sua et al. (2012)
MMA y DMA como productos de primacia.

Penicillium e Biosorcion endotérmica y espontanea de Cd (Il), Zn (1) y Pb (Il), en un sistema Fan et al. (2008)
simplicissimum de lotes.
¢ Biodegradacién de polietileno por cultivo liquido con hifas del hongo. Yamada et al. (2001)

¢ Biosintesis de lipasa en la fermentacién de estado sdlido de la torta de babassu, Gutarra et al. (2009)
residuo de la industria petrolera.

¢ Biosintesis: produccién de lipasa mediante el disefio factorial y la metodologia de Vargas et al. (2008)
superficie de respuesta utilizando harina de soya como sustrato.

¢ Biolixiviacion del medio gastado de una etapa, dos pasos y medio gastado del Amirietal. (2011)
catalizador gastado, se examiné en cultivos discontinuos con los iones metélicos
unicos Ni, Mo, Fe y W.

e Biopromotor: activacion directa de los genes relacionados con resistencia Hossain et al. (2007)
sistémica inducida en las plantas de Arabidopsis thaliana.

e Optimizacién en la biolixiviacion de metales Ni, Mo y Al de un catalizador de Amirietal. (2011)
hidrocraqueo gastado.

¢ Biocontrolador: induccién de resistencia sistémica contra el virus del mosaico del Elsharkawy et al. (2012)
pepino en las plantas de Arabidopsis thaliana y tabaco.

e Biosintesis: concentracion intracelular y la excrecién de succinato en condiciones Gallmetzer et al. (2002)
aerébicas y anaerdébicas.

e Biosorcién: Inmovilizado dentro de esponja loofa (PSILS) para metales pesado, Lietal. (2008)
Pb (Il) y Cu (ll) de medios acuosos.

¢ Biorremediacion: de decoloracion y desintoxicacion de los tintes textiles Reactivo Bergsten et al. (2009)
Rojo 198 (RR198), Azul reactivo 214 (RB214), Azul reactivo 21 (RB21) y la mezcla
de los tres tintes (MXD).

e Biosintesis: utilizacion de residuos de ricino del proceso de produccion de Godoy et al. (2011)
biodiesel como medio de cultivo para el crecimiento de hongos y la produccion de
lipasa.

e Produccién de biomasa y la biodegradacién de aguas residuales de la aimazara, Robles et al. (2000)
llevando a cabo una reduccién sobresaliente de la demanda gquimica de oxigeno
y del contenido fendlico, asi como un aumento del pH.

IE1;
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Continuacién Tabla 15

Microorganismos

Aplicaciones Referencias

Trichoderma sp

Biosintesis de celulasa con el uso de orujo de manzana por fermentacion en Sun et al. (2010)
estado sdlido.

Biosintesis: produccion de lactasa. Seyis y Aksoz (2004)

Biosorcion: para la eliminacion de Orange G de soluciones acuosas de efluentes. (Szn(;?%:;\my y  Sundarabal

Biocatalizador de la hidrdlisis del éter de bencilglicidilo. Provedel et al. (2011)

Biosintesis de B-endoxilanasas en fermentacién en estado sdlido e hidrélisis del Chen et al. (2009)
xilano de avena espelta por enzimas, acciones en la produccion de
xilooligosacaridos.

Fuente: Propia
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La biotecnologia tiene un caracter interdisciplinario y por medio de la aplicacion de
meétodos permite la obtencion de productos a partir de materias primas, incidiendo
sus aplicaciones sobre alimentos, industria agroalimentaria, medicina, produccién
industrial, medio ambiente y produccion de energia, siendo el uso de
microorganismos una constante en la mayoria de las &areas (Gonzalez, 2011).
Actualmente se han realizado diversas investigaciones que se basan en la busqueda
0 revision a cerca de las aplicaciones biotecnolégicas de los microorganismos en
diversos ambitos. Aceves y Castafieda (2012), efectuaron una revision bibliogréafica
para la produccion biotecnoldgica de lipasas microbianas como una alternativa
sostenible para la utilizacion de residuos agroindustriales. Gutiérrez et al. (2010),
revisaron diversos estudios realizados acerca de los mecanismos fangicos de
interaccion con el cromo y las aplicaciones de dichos mecanismos en el contexto de
la biotecnologia ambiental, haciendo énfasis en algunas de las direcciones futuras de
investigacion y desarrollo tecnolégico. Pedraza et al. (2010), la investigacion
concentra los temas con aspectos inherentes a las interacciones biolégicas que se
dan en el suelo y su efecto sobre el crecimiento de las plantas y la conservacién del
ambiente, ademas de la importancia de los microorganismos y su utilizacion
biotecnolégica. Martinez y Garcia (2012), centraron su trabajo en la revision sobre el
uso de microorganismos inmovilizados para la degradacion de contaminantes
organicos en el suelo.

Dentro del marco de la busqueda de aplicaciones biotecnolégicas en el sector
agricola e industrial (entre otros) que tiene cada uno de los microorganismos
identificados, se reportan en las Tablas 13, 14 y 15 un total de 127 citas de articulos
cientificos consultados, de los cuales se desprende un amplio desarrollo de
bioprocesos que involucran a estos microorganismos, ya sea de una cepa microbiana
en particular o de la formacién de consorcios microbianos. Entre estos bioprocesos
se puede mencionar el desarrollo de biotecnologias en biosorcién, biolixiviacion,
biosintesis de enzimas, biodegradacién, biorremediacion, etc.

Una de las aplicaciones mas comunes entre la gama de cepas identificadas en este
trabajo, es la promocién del crecimiento vegetal y el control de plagas en diversos
cultivos o en sus cosechas (Zhao et al., 2012; Kauroulakis et al., 2010; Li et al., 2010),
un resultado que sin duda alguna responde de manera directa al tercer objetivo
planteado en esta investigacion; se trata del desarrollo de bioprocesos en el sector
agricola. Entre las bacterias identificadas que realizan estas funciones, se destacan
Acinetobacter calcoaceticus, Aeromonas hydrofhila, Enterobacter cloacae, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Psychrobacter alimentarius, Serratia
marcescens y Terribacillus saccharophilus y entre los hongos el Penicillium
janthinellum y Penicillium simplicissimum, el género Trichoderma sp, y las levaduras
Cyberlindenera jadinii y Rhodotorula mucilaginosa.

Entre las utilidades industriales derivadas del banco microbiano identificado, se
destaca la produccion de lipasas por medio de la bacteria Pseudomonas aeruginosa
(Jeager y Reetz, 1998), una enzima de gran utilidad en la industria organica. Por otra
parte, Exiguobacterium aurantiacum y Serratia marcescens participa en la produccion
de pigmentos biodegradables que pueden ser usados en la industria textil, cosmética,
farmaceéutica, etc. (Shatila et al., 2013; Gulani et al. 2012). Bacillus sp, resulta de gran
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utilidad en la produccién de proteasas utilizadas en la industria alimentaria (Patel et
al., 2005). De las cepas fungicas filamentosas como: Penicillium janthinellum,
Penicillium simplicissimum y Trichoderma sp, se reportan bioprocesos para
biosintesis de enzimas (amilasa, celulasa, lipasa y lactasa) (Rani et al. 2014; Sindhu
et al. 2009; Gutarra et al., 2009; Sun et al. 2010), ademas de la biolixiviacion (Amiri
et al., 2011). De las levaduriformes (Cyberlindnera jadinii, Rhodotorula mucilaginosa
y Trichosporon asahii) se han reportado en la produccion de lipasa y la producciéon de
aceite unicelular (Li et al., 2010; Kumar et al., 2009), también para la biolixiviacion de
metales (Wang et al. 2010; Gericke y Pinches, 2006).

Por otra parte, se cuenta con varias especies de bacterias (Acinetobacter
calcoaceticus, Bacillus marisflavi, Exiguobacterium aurantiacum, Planococcus
maritimus y Pseudomonas aeruginosa) y hongos (Penicillium janthinellum, Penicillium
simplicissimum y Trichosporon asahii ) que actian en la biorremediacion de
ambientes contaminados con petroleo y sus derivados y en la biosorcion de metales
pesados (Chirinos et al., 2010; Lu et al., 2006; Srivastava y Thakur, 2007).Cabe
sefalar que esta aportacibn ambiental es parte de un resultado integrado en un
proyecto de bioprospeccion microbiana de mayor envergadura del cual se dividio el
presente trabajo para su mejor desarrollo.

Aceves y Castafieda (2012) reportaron las bacterias Acinetobacter sp,
Achromobacter lipolyticum, Aeromonas hydrophila, Bacillus sphaericus,
Photobacterium lipolyticum, Rhodococcus sp, Morexella sp, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas fragi, Psychrobacter okhotskensis, Serratia marcescens
y Staphylococcus epidermidis, los hongos filamentosos Aspergillus alliaceus,
Aspergillus candidus, Aspergillus carneus, Aspergillus fischeri, Aspergillus niger,
Aspergillus ochraceus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus sundarbanii, Aspergillus
terreus, Aspergillus  versicolor, Penicilium aurantiogriseum, Penicillium
brevicompactum, Penicillium camemberti, Penicillium chrysogenum I, Penicillium
coryrnbiferum I, Penicillium crustosum, Penicillium egyptiacum, Penicillium expansum
y Penicillium spiculisporum, Rhizopus sp, Mucor sp y Geotrichum sp y las levaduras
Trichosporon asahii, Candida cylindracea Aureobasidium pullulans, Saccharomyces
cerevisiae, Yarrowia lipolytica, Pseudozyma hubeiensis, Debaryomyces
occidentalislike y Cryptococcus sp, que son productores de lipasa. El desarrollo del
presente trabajo confirmé que algunos de los microorganismos identificados como la
bacteria Serratia marcescens y la levaduraTrichosporon asahii podrian ser utilizadas
en el desarrollo de bioprocesos para la produccién de lipasa y por tanto tienen un
amplio potencial en la industria organica. En este estudio se han encontrado e
identificado otros microorganismos que intervienen en la biosintesis de lipasa como
la bacteria Pseudomonas aeruginosa y el hongo Penicillium simplicissium.

Pedraza et al. (2010) reportaron bacterias como promotoras del crecimiento vegetal
como  Azospirilum  sp, Azotobacter chrococcum, Herbaspirillum  sp,
Gluconacetobacter diazotrophicus, Azotobacter sp, Pseudomonas sp, Rhizobium sp
y Bradyrhizobium sp; ademas, reportaron bacterias que incrementan el rendimiento
en cultivos de arroz, maiz y trigo como Azospirillum brasilense y Pseudomonas
fluorescens. En el presente estudio se identificaron microorganismos promotores del

Tor
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crecimiento vegetal como las bacterias Acinetobacter calcoaceticus, Enterobacter
cloacae, Klebsiella pneumoniae, Pseudomona aeruginosa Yy Terribacillus
saccharophilus y los hongos Penicillium simplicissium y Penicillium janthinellum.

La reduccion del Cromo (Cr) es posible por la biosorcién, bioacumulacion y
mecanismos bioquimicos desconocidos hasta la fecha. Gutiérrez et al. (2010)
mencionan el potencial encontrado en los hongos levaduriformes Saccharomyces
cerevisiae, Aureobasidium pullulans, Lecythophora sp, Candida sp y Pichia sp, y los
hongos filamentos Aspergillus tubingensis, Aspergillus sp, Penicillium sp y Rhyzopus
sp. En este trabajo se determiné que las bacterias Bacillus cereus, Bacillus marisflavi,
Planococcus maritimus, Bacillus sp y Acinetobacter sp y la levadura Cyberlindnera
jadinii también tienen potencial para tratar el cromo hexavalente.

Finalmente, los trabajos desarrollados en bioprospeccion microbiana en busqueda de
microorganismos Utiles para el desarrollo de bioprocesos aplicables a la industria y la
agricultura, aportan un buen nimero de microorganismos plenamente identificados y
gue han sido reportados en la literatura cientifica como tiles para el desarrollo de
diversos bioprocesos. Lo anterior, abre las puertas para el desarrollo de diversas
investigaciones que podrian contribuir por medio de la biotecnologia al desarrollo de
agro y la industria nacional.

7.2 Publicaciones generadas de la investigacion

A partir del desarrollo de este proyecto monografico hasta la fecha se publicaron dos
articulos cientificos, referidos a continuacion:

1. BIOPROSPECCION MICROBIANA DIRIGIDA A IDENTIFICAR
MICROBIOLOGICA Y MOLECULARMENTE MICROORGANISMOS DE
UTILIDAD AGRICOLA E INDUSTRIAL EN NICARAGUA, publicado en el 3er
foro de Proyectos De Investigacion, Desarrollo, Innovacion, Posgrado Y
Extension de la Universidad Nacional de Ingenieria (Delgado-Silva et al.,
2018)

2. LA BIOPROSPECCIO[\I EN NICARAGUA: AVANCES EN LA BUSQUEDA DE
APLICACIONES AGRICOLAS, INDUSTRIALES Y AMBIENTALES, publicado
en la Revista Cientifica Nexo (Paramo-Aguilera et al., 2018).
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VII.

CONCLUSIONES

La realizacion del presente trabajo y el analisis de los resultados obtenidos, permite
llegar a las siguientes conclusiones:

1.

Como producto del proceso de aislamiento, seleccion y purificacion de
microorganismos se obtuvo un total de 97 aislados microbianos procedentes de
la quesera artesanal y 66 aislados de los planteles mineros, para un total de 163
aislados obtenidos en este proyecto. La cantidad y los tipos de aislados
obtenidos, estd en relacion directa con los tipos de medios de cultivos
empleados y de las condiciones generales de trabajo de las que se dispuso para
desarrollarlo.

. Las pruebas morfoldégicas confirmaron los resultados de identificacion

alcanzados por medio de la biologia molecular en 50 microrganismos. El
reconocimiento de las caracteristicas macro y microscopicas de los cultivos
axénicos permitio clasificarlos en temimos de dominios basados en el ADN
ribosomal, para definir las condiciones del método gendmico aplicado para
completar su identificacion por via molecular.

. Como producto de la aplicacion de herramientas microbiolégicas y moleculares

al presente proyecto cuenta con:

- Con 15 especies bacterianas diferentes y que estan plenamente identificadas,

4.

guedando aun por precisar la identificacidon de las que estan identificadas hasta
el nivel de género.

Con 8 especies fungicas diferentes y que estan plenamente identificadas,
guedando aun por precisar la identificacion de los que estan identificadas hasta
el nivel de género.

Las especies bacterianas y fungicas plenamente identificadas pertenecen a:

Acinetobacter calcoaceticus (1), Aeromonas hydrophila (1), Bacillus cereus
(4), Bacillus marisflavi (1), Enterobacter cloacae (2), Escherichia coli (1),
Exiiguobacterium aurantiacum (1), Klebsiella pneumoniae (1), Planococcus
maritimus (1), Proteus penneri (1), Pseudomonas aeruginosa (2),
Psychrobacter alimentarius (1), Serratia marcescens (3), Staphylococcus
aureus (1) y Terribacillus saccharophilus (1).

Cybelindnera jadinii (2), Rhodotorula mucilaginosa (1), Candida pararugosa

(1), Trichosporon asahii (1), Pichia jadinii (1), Penicillium janthinellum (1),
Penicillium simplicissimum (1) y Aspergillus hiratsukae (1).
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5. Trabajos cientificos previamente desarrollados que han sido documentados en
este trabajo, confirman que los aislados obtenidos e identificados en esta
investigacion coinciden con los obtenidos por los mismos en condiciones y
ambientes similares.

6. Los resultados obtenidos de la identificacion molecular en la mayoria de los
casos, para bacterias confirma su identidad con un 99 % y para hongo confirma
su identidad con un 100% en comparacion con las secuencias obtenidas del
Genbank del NCBI. Lo anterior se traduce en un proceso de identificacion de
calidad.

7. Las aplicaciones biotecnoldgicas para los microorganismos identificados en
este trabajo que fueron obtenidas de bancos de datos internacionales, para la
agricultura y la industria, ademas del ambiente, sugieren lo siguiente:

- Para la biopromocion del crecimiento vegetal y la bioprotecion de los estrés
abidticos y bidticos en diversos cultivos o en sus cosechas, se han
documentado bioprocesos con bacterias y hongos como: Acinetobacter
calcoaceticus, Enterobacter cloacae, Exiguobacterium aurantiacum, Klebsiella
pneumoniae, Pantoea sp, Pseudomonas aeruginosa, Psychrobacter
alimentarius, Serratia marcescens, Terribacillus saccharophilus, Penicillium
janthinellum, Penicillium simplicissimum, Cyberlindenera jadinii y Rhodotorula
mucilaginosa.

- Para las industrias de produccién de enzimas, pigmentos biodegradables,
biolixiviacion y produccién de aceite se han identificado microorganismos
como: Planococcus maritimus, Pseudomonas aeruginosa, Serratia
marcescens, Bacillus sp, Penicillium janthinellum, Penicillium simplicissimum,
Trichoderma sp, Rhodotorula mucilaginosa y Trichosporon asahii.

- Para el desarrollo de sistemas de tratamiento y bioprocesos aplicables a
problemas ambientales, se han identificado microorganismos como: Bacillus
cereus, Bacillus marisflavi, Planococcus maritimus, Psychrobacter
alimentarius, Acinetobacter sp, Bacillus sp, Enterobacter sp, Cyberlindnera
jadinii y Rhodotorula mucilaginosa, que son de gran utilidad en el manejo de
sistemas contaminados con cromo hexavalente y otros metales pesados.

8. Finalmente, el desarrollo de estos trabajos en bioprospeccion microbiana en la
busqueda de microorganismos Uutiles para el desarrollo de bioprocesos
aplicables a la agricultura y la industria, aport6 un buen numero de
microorganismos plenamente identificados y que han sido reportados en la
literatura cientifica como utiles para el desarrollo de diversos bioprocesos. Lo
anterior, abre las puertas para la adicion de diversas investigaciones que
podrian contribuir por medio de la biotecnologia a la mejora del agro y la

industria nacional.
EA
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VIIl. RECOMENDACIONES

Al llegar al final de este trabajo y habiéndose obtenido una buena cantidad de
resultados, nuevas puertas han sido abiertas para la continuidad de esta investigacion
y por ello surgen las siguientes recomendaciones:

1. El desarrollo de futuros trabajos en materia de bioprospeccion, debera
considerar la utilizacion de medios selectivos y mayor numero de medios de
cultivo (Variedad) que permitan una mayor captura de microorganismos en
funcién de los recursos disponibles y de los sitios considerados para muestrear.

2. El nimero de aislados con los que se cuenta como producto de estos trabajos,
permite recomendar el desarrollo de investigaciones que posibiliten preservar y
conservar los microorganismos a largo plazo hasta su aplicacion biotecnoldgica.

3. Formular proyectos para la busqueda de financiamiento que permitan disponer
de los recursos para la terminacion de los procesos de identificacion molecular
de los 113 microorganismos (87 bacterias y 26 hongos filamentosos) que han
guedo por identificar en el presente proyecto.

4. Formular proyectos que permitan disponer de los recursos financieros para el
desarrollo de las diferentes etapas que conlleva la obtenciéon de un bioproceso
y que al final permita aplicar los microorganismos identificados en este trabajo,
brindando soluciones biotecnolégicas a problemas relacionados con la
agricultura, industria y ambiente.
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X.  ANEXOS

Anexo 1. Descripcién de la técnica tincion de Gram para bacterias.

En la Tincion de Gram, inicialmente se prepara y se fija el frotis, en condiciones de
asépticas se toma un indculo de la colonia bacteriana con el asa de siembra y se
dispersa en una pequefia gota de solucion buffer estéril sobre un portaobjetos.
Posteriormente, usando el asa de siembra se extiende homogéneamente la muestra
sobre el portaobjetos para formar una capa delgada y uniforme que facilite el secado,
el portaobjetos se flamea ligeramente en la llama de un mechero para fijar las células
de las bacterias teniendo precaucion de no calentar demasiado el portaobjeto porque
las células pueden romperse o deformarse. Luego se aplican los colorantes cationicos
de tincidén sobre el frotis; empezando por el colorante basico cristal violeta por 1
minuto, de seguido el mordiente yodo-lugol por 1 minuto, alcohol-acetona durante 20
segundos para decolorar la muestra y el colorante de contraste safranina por 1
minuto, entre la aplicacion de cada uno de los reactivos de tincion, el frotis se lava
suavemente con agua para eliminar el exceso de los colorantes. Finalmente, la
muestra tefiida se deja secar y se examina en el microscopio OLYMPUS CH-2 con
objetivo 100x utilizando aceite de inmersion (Lopez-Jacome et al, 2006).

Anexo 2. Descripcién de la técnica de cinta adhesiva para la observacion de
esporas en hongos filamentosos.

La técnica consiste en cortar una tira de cinta de 4 cm con el lado adhesivo hacia
afuera, sosteniéndose con pinzas y se presiona firmemente contra la superficie del
micelio del hongo que se desea estudiar, el micelio aéreo se une a la superficie
adhesiva por lo cual es facilmente separada. Posteriormente, la tira de cinta se coloca
sobre un portaobjetos para hacer las observaciones en el microscopio OLYMPUS
BH-2 con objetivo 50x (Arias y Pifieros, 2008).

Anexo 3. Descripcion de la técnica tincion simple para hongos levaduriformes

La prueba inicia depositando una gota de solucion buffer estéril sobre un portaobjetos,
en condiciones asépticas se toma un inéculo de la colonia levaduriforme con el asa
de siembra y se transfiere a la gota de agua, se mezcla la muestra con el asa hasta
obtener una suspecion homogénea, posteriormente se aflade una gota de cristal
violeta u otro colorante basico y se cubre con un cubreobjetos. Finalmente se observa
en el microscopio con los objetivos 50x y 100x (Moreno y Albarracin, 2012).
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Anexo 4. Descripcion del codigo de los cultivos aislados en esta investigacion
de bioprospeccién microbiana.

e Primera letra en mayuscula para designar el sitio donde se efectud el muestreo;
Q: Quesera artesanal y M: Planteles mineros.

e Numeros romanos para diferenciar el punto de muestreo.

e Segunda letra en mayuscula para distinguir el medio de cultivo usado en para
el aislamiento masivo del cultivo axénico; A: Agar Nutritivo (AN), B: Agar Luria-
Bertani (LB), C: Plate Count Agar (PCA), D: Agar Papa Dextrosa (PDA) y E:
Agar Milk (AM).

¢ Numero ordinario antecedido por un guion para denotar el nimero de aislados
correspondiente a cada punto de muestreo.

Anexo 5. Listado de cédigos de los cultivos aislados en la quesera artesanal.

Microorganismos aislados en la quesera artesanal

Puntos de Leche Leche Lactosuero Lagitr?]?:gro Sedimentps A_guas
Muestreo  fresca descremada salado fermentado de drenaje residuales
QIA-01 QIlIA-01 QIIIA-01 QIVA-01 QVB-01 QVIA-01
QIA-02 QIIA-02 QIlIA-02 QIVA-02 QVB-02 QVIB-02
QIB-03 QlIB-03 QlIB-03 QIVB-03 QVC-03 QVIB-03
QIB-04 QlIB-04 QllIB-04 QIVB-04 QVC-04 QVIC-05
QIC-06 QlIB-05 QlIC-05 QIVC-05 QVE-05 QVID-07
QIE-07 QlIC-06 QllIC-06 QIVC-06 QVE-06 QVIB-08
QIE-08 Qlic-07 Qlic-07 QlIvC-07 QVB-07 QVIB-09
QID-09 QIIE-08 QlIIB-08 QIVE-08 QVB-08 QVIC-10
QID-10 QIIE-09 QIIIB-09 QIVE-09 QVD-09 QVIE-11
Codigos de QIE-11 QIIE-10 QIllIB-10 QIVB-10 QVD-10 QVIA-12
los cultivos QIE-12 QIIE-11 QIIIB-11 QIVB-11 QVA-11 QVIA-13
aislados QIA-13 QIIC-13 QIIE-12 QIVD-12 QVA-12 QVIB-14
QIA-14 QlID-14 QIIIE-13 QIVD-13 QVA-13 QVIB-15
QID-15 QIlID-15 QIIE-14 - QVA-14 QVIB-16
QID-16 QIlID-16 QIIIE-16 - QVA-15 QVIE-17
QID-17 QIID-17 - - QVA-16 QVID-18
- - - - QVE-17 -
- - - - QVE-18 -
- - - - QVE-19 -
- - - - QVD-20
- QVD-21

Fuente: Propia
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Anexo 6. Listado de cddigos de los cultivos aislados en los planteles mineros.

Microorganismos aislados en los planteles mineros

Puntos de L_odo en Agua Colao Colao Agua Sedimentos  Suelo de
dique de - lama L residual )
Muestreo residual lama vieja de drenaje cola
cola fresca estancada
MIB-01 MIIB-01 MIIIA-01  MIVB-01 MVB-01 MVIA-01 MVIIA-01
MIB-02 MIIB-02 MIIIA-02  MIVB-02 MVB-02 MVIB-02 MVIIB-02
MIB-03 MIIB-03 MIIIA-03  MIVA-03 MVB-03 MVID-03 MVIIC-03
MIB-04 MIIB-04 MIIIB-04 MIVD-04 - MVID-04 MVIID-04
MIB-05 - MIIIC-05 MIVD-05 - MVID-05 MVIID-05
MID-06 - MIIIC-06 MIVD-06 - MVIA-06 MVIIA-06
Codigos de  MID-07 - MIIIC-07  MIVD-07 - MVIB-07 MVIIA-07
los cultivos
aislados MID-08 - MIIID-08  MIVD-08 - MVIC-08 MVIIB-08
- - MIIID-09  MIVD-09 - MVIC-09 MVIIB-09
- - MIIID-10 MIVA-10 - MVIC-10 MVIIC-10
- - MIIID-11  MIVB-11 - MVID-11 MVIIB-11
- - MIlIB-12  MIVC-12 - - MVIIB-12
- - MIIIB-13  MIVC-13 - - MVIID-13
- - MIIID-14 - - - -

Fuente: Propia
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Anexo 7. Se muestran las morfologias macroscopicas de las bacterias en placa
de Petri y sus respectivas morfologias microscopicas en tincién de Gram
observadas al microscopio con objetivo 100x, asiladas en los puntos de
muestreo | y Il de la quesera artesanal. Al-All: QIA-01, Alll-AIV: QIB-03, BI-BII:
QIB-04, BlII-BIV: QIC-06, CI-ClI: QIE-07, CIlI-CIV: QIE-12, DI-DII: QIA-14, DIII-DIV:
QIIA-01, EI-Ell: QIIA-02, EII-EIV: QIIB-03, FI-FII: QIIB-04 y FIII-FIV: QIIB-05 (Fuente
propia).
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Anexo 8. Se muestran las morfologias macroscopicas de las bacterias en placa
de Petri y sus respectivas morfologias microscopicas en tincién de Gram
observadas al microscopio con objetivo 100x, asiladas en los puntos de
muestreo Il y lll de la quesera artesanal. Al-All: QIIC-06, Alll-AIV: QIIC-07, BI-BII:
QIIE-08, BIII-BIV: QIIE-09, CI-CII: QIlIA-01, CIII-CIV: QIlIA-02, DI-DII: QlIB-03, DllI-
DIV: QIlIB-04, EI-EIl: QIIIC-05, EII-EIV: QIIIC-06, FI-FII: QUIC-07 y FlI-FIV: QlIB-
08 (Fuente propia).
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Anexo 9. Se muestran las morfologias macroscopicas de las bacterias en placa
de Petri y sus respectivas morfologias microscopicas en tincién de Gram
observadas al microscopio con objetivo 100x, asiladas en los puntos de
muestreo I, IV y V de la quesera artesanal. Al-All: QIIIB-11, Alll-AlV: QIIIE-13,
BI-Bll: QIIIE-14, BIII-BIV: QIVA-01, CI-ClIl: QIVA-02, CIII-CIV: QIVB-03, DI-DII:
QIVB-04, DIII-DIV: QIVC-06, EI-Ell: QIVC-07, ENI-EIV: QIVE-09, FI-FII: QIVB-11y
FIII-FIV: QVB-01 (Fuente propia).




Bioprospeccion microbiana dirigida al desarrollo del agro y la industria nacional

Anexo 10. Se muestran las morfologias macroscépicas de las bacterias en
placa de Petri y sus respectivas morfologias microscdépicas en tincion de Gram
observadas al microscopio con objetivo 100x, asiladas en el punto de muestreo
V de la quesera artesanal. Al-All: QVC-03, Alll-AlV: QVC-04, BI-Bll: QVE-05, BllI-
BIV: QVB-07, CI-Cll: QVB-08, CIII-CIV: QVA-11, DI-DII: QVA-12, DIII-DIV: QVB-13,
EI-Ell: QVA-14, EII-EIV: QVA-15, FI-FIl: QVA-16 y FIII-FIV: QVE-17 (Fuente
propia).
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Anexo 11. Se muestran las morfologias macroscépicas de las bacterias en
placa de Petri y sus respectivas morfologias microscdépicas en tincion de Gram
observadas al microscopio con objetivo 100x, asiladas en los puntos de
muestreo Vy Vil de la quesera artesanal. Al-All: QVE-18, Alll-AlV: QVE-19, BI-BII:
QVIA-01, BlII-BIV: QVIB-02, CI-Cll: QVIB-03, CllI-CIV: QVIC-05, DI-DIl: QVIB-09,
DIII-DIV: QVIC-10, EI-Ell: QVIA-13, ElI-EIV: QVIB-14, FI-FII: QVIB-15 y FlI-FIV:
QVIB-16 (Fuente propia).
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Anexo 12. Se muestran las morfologias macroscépicas de las bacterias en
placa de Petri y sus respectivas morfologias microscdépicas en tincion de Gram
observadas al microscopio con objetivo 100x, asiladas en los puntos de
muestreo | y Il de los planteles mineros. Al-All: MIB-01, Alll-AIV: MIB-02, BI-BII:
MIB-03, BIII-BIV: MIB-04, CI-Cll: MIB-05, CIII-CIV: MIIB-01, DI-DII: MIIB-02 y DIII-
DIV: MIIB-03 (Fuente propia).
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Anexo 13. Se muestran las morfologias macroscépicas de las bacterias en
placa de Petri y sus respectivas morfologias microscdépicas en tincion de Gram
observadas al microscopio con objetivo 100x, asiladas en los puntos de
muestreo II, lll y IV de los planteles mineros. Al-All: MIIB-04, Alll-AIV: MIIIA-02,
BI-Bll: MIIIC-05, BIII-BIV: MIIIB-12, CI-Cll: MIIIB-13, CIII-CIV: MIVA-03, DI-DII:
MIVA-10 y DIII-DIV: MIVC-12 (Fuente propia).
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Anexo 14. Se muestran las morfologias macroscépicas de las bacterias en
placa de Petri y sus respectivas morfologias microscdépicas en tincion de Gram
observadas al microscopio con objetivo 100x, asiladas en los puntos de
muestreo V, VI y VIl de los planteles mineros. Al-All: MVB-01, Alll-AlV: MVB-03,
BI-Bll: MVIA-06, BIII-BIV: MVIC-10, CI-CIl: MVIIB-02, CIII-CIV: MVIIA-06, DI-DII:
MVIIA-07, DII-DIV: MVIIB-09, EI-EIll: MVIIC-10, ENI-EIV: MVIIB-11, FI-FIl: MVIIB-12
(Fuente propia).
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Anexo 15. Tabla de caracterizacién morfolégica macroscoépica y microscopica de las bacterias aisladas en la
quesera artesanal.

Caédigo Caracteristicas morfoldgicas de bacterias
Observacion macroscoépica Observacién microscopica
Apariencia de la colonia Resultado de tincion de Gram
MUESTRA I: LECHE FRESCA

QIA-01 Colonias medianas, planas, de color pardo o café, opacas y mucoides, de Bacilos Gram negativos cortos y delgados,
forma irregular y bordes ondulados. dispuestos en pares 0 en cadenas cortas.

QIB-03 Colonias moderadamente grandes, planoconvexas, de color pardo, opacas Bacilos Gram negativos cortos y delgados,
y mucoides, de forma irregular y bordes ondulados. dispersos.

QIB-04 Colonias pequenas, superficie convexa, blancas, brillantes y cremosas, de Bacilos Gram negativos cortos, dispuestos en
forma puntiforme y bordes redondeados. cadenas de cortas.

QIC-06 Colonias pequenfas, superficie convexa, blancas, brillantes y cremosas, de Cocos Gram negativos dispersos o asociados
forma puntiforme y bordes redondeados. en racimos.

QIE-07 Colonias moderadamente grandes, planoconvexas, con centro blanco Cocos Gram negativos dispersos o asociados
brillante, cremoso, de forma circular y bordes redondeados. en racimos.

QIE-12 Colonias medianas y acuminadas, blancas, brillantes y cremosas, de forma Cocos Gram negativos bien agrupados.
fusiforme y circular con bordes redondeados.

QIA-14 Colonias pequefias, convexas, amarillas, brillantes y cremosas, de forma Cocos Gram negativos, dispuestos en racimos.
circular y bordes redondeados.

MUESTRA II: LECHE DESCREMADA

QIlIA-01 Colonias pequefias, planas, poco convexas, blanquecinas, brillantes y Cocobacilos Gram negativos, dispersos.
mucoides, de forma irregular y bordes ondulados.

QIIA-02 Colonias pequefas, planoconvexas, blanquecinas, brillantes y cremosas, Cocos Gram negativos, dispersos o asociados
de forma circular y bordes redondeados. en racimos.

QIIB-03 Colonia mediana, planas, blanquecinas con centro opaco y cremosas, de Cocos Gram negativos, dispersos.
forma circular y borde liso.

QlIB-04 Colonias medianas, planoconvexas, de color pardo o marrén, opacas y Bacilos Gram negativos cortos y delgados,

mucoides, de forma irregular y bordes ligeramente lobulados.

ET:

dispersos.
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Continuacién Anexo 15

Cdédigo Caracteristicas morfoldgicas de bacterias
Observacidon macroscoépica Observacién microscopica
Apariencia de la colonia Resultado de tincion de Gram

QIIB-05 Colonias medianas, convexas, amarillentas, brillantes y cremosas, de Cocos Gram negativos dispersos o asociados
forma irregular y bordes ondulados. en racimos.

QlIC-06 Colonias medianas, planas, de color blanquecino o escasamente amarillo, Bacilos Gram negativos cortos, dispersos o
opacas y mucoides, de forma irregular y bordes ondulados. asociados en racimos.

Qlic-07 Colonias medianas, planas, poco convexas, blanquecinas, brillantes y Cocobacilos Gram negativos, dispersos.
cremosas, de forma puntiforme y fusiforme y bordes redondeados.

QIIE-08 Colonias medianas, superficie convexa, amarilla, brillante y cremosa, de Bacilos Gram positivos cortos, dispersos.
forma rizoide y bordes lobulados.

QIIE-09 Colonias medianas, planas, poco convexas, con pigmentacion parda o Bacilos Gram negativos cortos y delgados,
blanquecina, brillantes y mucoides, de forma irregular y bordes ondulados. dispersos o asociados en pares.

MUESTRA llIl: LACTOSUERO SALADO

QIllA-01 Colonias medianas, planoconvexa, de color blancas y cremosas, de forma Cocobacilos Gram negativos, dispuestos en
redondeadas y bordes lijeramente ondulados. racimos.

QIIIA-02 Colonias medianas, superficie acuminada, blanquecinas, opacas y Cocobacilos Gram negativos, dispersos.
mucoides, de forma puntiforme y bordes redondeados.

QllIB-03 Colonias pequefas, planas, poco convexas, de color pardo o marrén, Cocobacilos Gram negativos, dispersos.
brillantes y cremosas, de forma puntiforme y bordes redondeados.

QlliB-04 Colonias pequefas, planoconvexas, blanquecinas, opacas y cremosas, de Bacilos Gram negativos cortos, dispersos.
forma puntiforme o circular con bordes ligeramente ondulados.

QlllC-05 Colonias pequenfias, planoconvexas, blanquecinas, opacas y cremosas, de Bacilos Gram negativos, dispersos o asociados
forma puntiforme o circular con bordes ligeramente ondulados. en pares.

Qllc-07 Colonias pequefias, planoconvexas, amarillentas, opacas y cremosas, de Cocos Gram negativos, dispersos o asociados
forma puntiforme o circular y bordes ligeramente ondulados. en racimos.

Qlllc-06 Colonias pequefias, planoconvexas, blanquecinas, opacas y cremosas, de Cocobacilos Gram negativos, dispersos.
forma puntiforme o circular con bordes ligeramente ondulados.

QIllIB-08 Colonias pequefias, convexas, blanquecinas, brillantes y viscosas, de Cocos Gram negativos, dispersos o asociados

forma irregular y bordes ligeramente ondulados.

en pares.
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Continuacién Anexo 15

Cdédigo Caracteristicas morfoldgicas de bacterias
Observacidon macroscoépica Observacién microscopica
Apariencia de la colonia Resultado de tincion de Gram
QlliB-11 Colonias pequefias, planas, amarillas, muy brillantes y mucoides, de forma Cocos Gram negativos, asociados en racimos.
puntiforme y bordes redondeados.
QIIE-13 Colonias medianas, superficie acuminada, blancas, con centro brillante y Cocos Gram negativos, dispersos.
cremosas, de forma circular y bordes ligeramente ondulados.
QIIE-14 Colonias pequeiias, planoconvexas, blanquecinas, brillantes y cremosas, Cocos Gram negativos, dispersos.
de forma puntiforme y bordes ondulados.
MUESTRA IV: LACTOSUERO SIMPLE FERMENTADO
QIVA-01 Colonias medianas, planas, poco convexas, blancas como cera, brillantes Cocos Gram negativos, dispersos.
y cremosas, de forma circular y bordes redondeados.
QIVA-02 Colonias medianas, planas, poco convexas, blanquecinas, opacas y Cocos Gram negativos, dispersos.
cremosas, de forma irregular y bordes redondeados.
QIVB-03 Colonias medianas, acuminadas, blanquecinas, brillantes y viscosas, de Cocobacilos Gram negativos, dispersos.
forma circular y bordes redondeados.
QIVB-04 Colonias medianas, acuminadas, blanquecinas o amarillentas, opacas, con Bacilos Gram negativos cortos, dispersos.
apariencia de estar resecas, de forma fusiforme y bordes redondeados.
QIVC-06 Colonias medianas, planoconvexas, blanquecinas, brillantes y cremosas, Cocos Gram negativos, dispuestos en racimos.
de forma circular y bordes redondeados o ligeramente ondulados.
QIvC-07 Colonias medianas, planoconvexas, con pigmentaciones pardas o marrén, Bacilos Gram positivos, dispuestos en pares o
opacas y mucoides, de forma irregular y bordes ondulados. en cadenas cortas.
QIVE-09 Colonias grandes, convexas, blancas, cremosas y brillantes, de forma Cocos Gram negativos, dispersos.
puntiforme y ligeramente fusiforme y bordes redondeados.
QlvB-11 Colonias medianas, planas, poco convexas, blanquecinas y amarillentas, Cocobacilos Gram positivos, dispersos.

brillantes y mucoides, de forma circular y bordes ondulados.

T
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Continuacién Anexo 15

Cdédigo Caracteristicas morfoldgicas de bacterias
Observacidon macroscoépica Observacién microscopica
Apariencia de la colonia Resultado de tincion de Gram
MUESTRA V: SEDIMENTOS DE DRENAJE

QVB-01 Colonias medianas, planas, blancas, con centro brillante y cremoso, de Bacilos Gram positivos en forma de barra,
forma circular y bordes redondeados. dispuestos en pares 0 en cadenas cortas.

QVC-03 Colonias pequefas, planas, poco convexas, de color pardo o marrén, Bacilos Gram negativos delgados, dispersos.
opacas y mucoides, de forma circular y bordes redondeados.

QVC-04 Colonias medinas, planas, amarillentas, opacas y cremosas, de forma Cocos Gram negativos bien agrupados.
irregular y bordes rizoides.

QVE-05 Colonias moderadamente grandes, planas, blancas, con centro opaco y Bacilos Gram positivos en forma de barra,
viscosas, de forma irregular y bordes redondeados. dispuestos en cadenas largas.

QVB-07 Colonias pequefias, planas, poco convexas, blanquecinas, opacas y Cocobacilos Gram negativos bien agrupados.
cremosas, de forma puntiforme y bordes redondeados.

QVB-08 Colonias medianas, planas, poco convexas, blanquecinas, brillantes y Cocobacilos Gram negativos, dispersos.
cremosas, de forma puntiforme y bordes ondulados.

QVA-11 Colonias medianas, convexas, blanquecinas, opacas y cremosas, de forma Bacilos Gram positivos delgados y rectos,
circular y bordes lisos redondeados. dispuestos en cadenas cortas.

QVA-12 Colonias pequefias, convexas, pigmentacion crema o amarillenta, Cocos Gram negativos, dispersos.
brillantes y mucoides, de forma circular y bordes redondeados.

QVA-13 Colonias pequefias, acuminadas, amarillentas, opacas, con apariencia de Bacilos Gram negativos cortos y delgados,
estar secas, formas irregulares y bordes onduladas. dispersos.

QVA-14 Colonias medianas, planas, poco convexas, amarillas, brillantes y Cocos Gram negativos, dispersos.
cremosas, forma circular y bordes redondeados.

QVA-15 Colonias medianas, planas, amarillas, brillantes y mucoides, forma Bacilos Gram positivos cortos, dispuestos en
irregular y bordes lobulados. pares.

QVA-16 Colonias medianas, planas, amarillentas, brillantes y viscosas, de forma Bacilos Gram positivos cortos, dispuestos en
irregular y bordes rizoides. cadenas cortas.

QVE-17 Colonias grandes, planas, blanquecinas como cera, opacas y cremosas, Bacilos Gram positivos en forma de barra,

de forma fusiforme y bordes redondeados.

5

dispuestos en cadenas cortas.
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Continuacién Anexo 15

Cdédigo Caracteristicas morfoldgicas de bacterias
Observacidon macroscoépica Observacién microscopica
Apariencia de la colonia Resultado de tincion de Gram

QVE-18 Colonias medianas, plana, amarillentas, brillantes y cremosas, forma Cocobacilos Gram positivos, dispersos.
irregular y bordes lobulados.

QVE-19 Colonias medianas, convexas, blanquecinas, opacas y cremosas, de forma Cocos Gram negativos, dispersos.
circular y bordes redondeados.

MUESTRA VI: AGUAS RESIDUALES

QVIA-01 Colonias pequefas, planoconvexas, blanquecinas como cera, brillantes y Cocobacilos Gram negativos, dispersos.
cremosas, de forma fusiforme y bordes ondulados.

QVIB-02 Colonias medianas, planoconvexas, blanquecinas, opacas y cremosas, de Cocos Gram negativos, dispuestos en racimos.
forma puntiforme y bordes redondeados.

QVIB-03 Colonias medianas, planoconvexas, amarillentas, opacas y mucoides, de Cocos Gram negativos, dispuestos en racimos.
forma irregular y bordes rizoides.

QVIC-05 Colonias pequefas, planas, poco convexas, blancas, brillantes y Cocos Gram positivos, dispuestos en racimos.
cremosas, de forma puntiforme y bordes redondeados.

QVIB-09 Colonias medianas, planoconvexas, blanquecinas, opacas y mucoides, de Cocos Gram negativos, dispersos o asociados
forma irregular y bordes ondulados. en pares (diplococos).

QVviC-10 Colonias moderadamente grandes, planas, amarillentas, opacas y Cocos Gram negativos, dispersos.
viscosas, de forma irregular y bordes rizoides.

QVIA-13 Colonias pequefias, planoconvexa, blanquecinas, opacas y cremosas, de Cocos Gram negativos, dispersos.
forma circular y bordes ondulados.

QVIB-14 Colonias medianas, planas, amarillentas, opacas y cremosas, de forma Cocos Gram negativos bien agrupados.
irregular y bordes ondulados.

QVIB-15 Colonias pequefias, planas, amarillentas, brillantes y cremosas, de forma Cocos Gram positivos, dispuestos en racimos.
circular con bordes redondeados.

QVIB-16 Colonias medianas, planoconvexas, amarillas, opacas y mucoides, de Bacilos Gram positivos cortos, generalmente

forma irregular y bordes lobulados.

dispuestos en pares.

Fuente: Propia
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Anexo 16. Tabla de caracterizacion morfoldgica macroscoépicay microscoépica de las bacterias aisladas en los
planteles mineros.

Cédigo Caracteristicas morfoldgicas de bacterias
Observacién macroscopica Observacidon microscopica
Apariencia de la colonia Resultado de tincién de Gram
MUESTRA |: LODO EN DIQUE DE COLA

MIB-01  Colonia blanca y traslucida, brillante, forma circular, borde lobulado, superficie convexa y Diplobacilos pequefios  Gram
consistencia mucoide. positivos.

MIB-02  Colonia crema y un poco traslucida, brillante, forma circular, borde entero, superficie convexa Diplobacilos grandes Gram
y consistencia seca. negativos.

MIB-03  Colonia crema, opaca, forma irregular, borde ondulado, superficie plana y consistencia seca.  Bacilos grandes Gram positivos.

MIB-04  Colonia amarilla-naranja, brillante, forma circular, borde liso, superficie convexa y consistencia Diplococos grandes Gram
cremosa. positivos.

MIB-05  Colonia blanca, brillante, forma circular, borde liso, superficie convexa y consistencia cremosa. Coco pequefios Gram negativos.

MUESTRA Il: AGUA RESIDUAL
MIIB-01  Colonia crema, opaca, forma irregular, borde ondulado, superficie plana y consistencia seca. Diplobacilos medianos  Gram
positivos.

MIIB-02  Colonia amarilla y traslucida, brillante, forma circular, borde entero, superficie plana y Cocobacilos medianos Gram
consistencia cremosa. positivos.

MIIB-03  Colonia amarilla-naranja, brillante, forma circular, borde liso, superficie convexa y consistencia Diplococos grandes Gram
cremosa. positivos.

MIIB-04  Colonia crema y traslucida, brillante, forma circular, borde entero, superficie plana y Diplococos grandes Gram
consistencia cremosa. positivos.

MUESTRA 1lIl: COLA O LAMA FRESCA
MIIIA-02  Colonia blanca, opaca, forma irregular, borde ondulado, superficie plana y consistencia seca. Diplobacilos = medianos  Gram
positivos.
MIIIC-05 Colonia blanca, opaca, forma rizoide, borde filamentoso, superficie plana y superficie seca. Estreptobacilos grandes Gram

57

positivos.
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Continuacién Anexo 16

Cédigo Caracteristicas morfolégicas de bacterias
Observacién macroscopica Observacidon microscopica
Apariencia de la colonia Resultado de tincién de Gram
MIIIB-12  Colonia blanca y traslucida, brillante, forma circular, borde lobulado, superficie convexa y Diplococos grandes Gram
consistencia mucoide. positivos.
MIIIB-13  Colonia crema Yy traslucida, brillante, forma circular, borde lobulado, superficie convexa y Diplobacilos pequefios  Gram
consistencia mucoide. negativos.
MUESTRA IV: COLA O LAMA VIEJA
MIVA-03 Colonia blanca, opaca, forma circular, borde entero, superficie plana y consistencia cremosa. Diplobacilos  medianos  Gram
positivos.
MIVA-10 Colonia crema, opaca, forma irregular, borde lobulado, superficie plana y consistencia Estreptobacilos medianos Gram
cremosa. positivos.
MIVC-12 Colonia amarilla, brillante, forma circular, borde ondulado, superficie convexa y consistencia Cocos grandes Gram positivos.
cremosa.
MUESTRA V: AGUA RESIDUAL ESTANCADA
MVB-01  Colonia crema, brillante, forma puntiforme, borde entero, superficie convexa y consistencia Cocobacilos medianos Gram
cremosa. negativos.
MVB-03  Colonia crema, brillante, forma puntiforme, borde entero, superficie convexa y consistencia Cocos grandes Gram positivos.
cremosa.
MUESTRA VI: SEDIMENTOS DE DRENAJE
MVIA-06 Colonia blanca, opaca, forma circular, borde ondulado, superficie plana y consistencia seca. Estreptobacilos medianos Gram
positivos.
MVIC-10 Colonia amarilla, brillante, forma irregular, borde ondulado, superficie plana y consistencia Estreptobacilos medianos Gram
cremosa negativos.
MUESTRA VII: SUELO DE COLAS
MVIIB-02 Colonia crema, brillante, forma circular, borde ondulado, superficie convexa y consistencia Diplobacilos medianos  Gram
seca. negativos.
MVIIA-06 Colonia crema, brillante, forma irregular, borde entero, superficie plana y consistencia mucoide. Cocos pequefios Gram negativos.

Lok
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Continuacién Anexo 16

Cédigo

Caracteristicas morfolégicas de bacterias
Observacién macroscopica

Apariencia de la colonia

Observacidon microscopica

Resultado de tincién de Gram

MVIIA-07

MVIIB-09

MVIIC-10

MVIIB-11

MVIIB-12

Colonia blanca, opaca, forma circular, borde entero, superficie convexa y consistencia
cremosa.

Colonia crema, brillante, forma puntiforme, borde ondulado, superficie convexa y consistencia
cremosa.

Colonia blanca, opaca, forma irregular, borde lobulado, superficie plana y consistencia
cremosa.

Colonia crema vy traslucida, brillante, forma puntiforme, borde entero, superficie plana y
consistencia mucoide.

Colonia blanca y traslucida, brillante, forma puntiforme, borde entero, superficie plana y
consistencia mucoide.

Estreptobacilos grandes Gram
positivos.

Cocos pequefios Gram negativos.
Diplobacilos  medianos  Gram
positivos.

Cocos medianos Gram negativos.

Cocos medianos Gram negativos.

Fuente: Propia
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Anexo 17. Se muestran las caracteristicas morfologias macroscopicas de los
hongos filamentosos en placa de Petri y sus respectivas morfologias
microscopicas de esporas al microscopio con un objetivo de 50x, aislados en
los puntos de muestro I, II, IV, Vy VI de la quesera artesanal. Al-All: QID-10, Alll-
AlV: QIID-14, BI-BlI: QIID-15, BIII-BIV: QIID-16, CI-ClI: QIID-17, CllI-CIV: QIVD-13,
DI-DIIl: QVD-09, DIII-DIV: QVD-10, EI-Ell: QVID-07 y ElI-EIV: QVID-18 (Fuente
propia).
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Anexo 18. Se muestran las caracteristicas morfologias macroscopicas de los
hongos filamentosos en placa de Petri y sus respectivas morfologias
microscopicas de esporas al microscopio con un objetivo de 50x, aislados en
los puntos de muestro |, lll y IV de los planteles mineros. Al-All: MID-06, Alll-
AlV: MID-07, BI-Bll: MIIID-08, BIII-BIV: MIIID-09, CI-CII: MIlIID-10, CIHlI-CIV: MIIID-
14, DI-DII: MIVD-04 y DIII-DIV: MIVD-05 (Fuente propia).
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Anexo 19. Se muestran las caracteristicas morfologias macroscopicas de los
hongos filamentosos en placa de Petri y sus respectivas morfologias
microscopicas de esporas al microscopio con un objetivo de 50x, aislados en
los puntos de muestro IV, VIy Vil de los planteles mineros. Al-All: MIVD-06, Alll-
AlV: MIVD-07, BI-BIl: MIVD-08, BIII-BIV: MVID-04, CI-Cll: MVID-05, CIII-CIV:
MVIID-04, DI-DIl: MVIID-05 y DIII-DIV: MVIID-13 (Fuente propia).
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Anexo 20. Tabla de caracterizacion morfolégica macroscoépica y microscépica de los hongos filamentosos
aislados en la quesera artesanal.

Caddigo

Caracteristicas morfolégicas de hongos de filamentosos

Observacidon macroscoépica

Color del cultivo en placa

Anverso

Reverso

Apariencia del micelio

Observacién
microscoépica

Forma de esporas

QID-10 Café claro, con
puntos de
pigmentacion café
oscuro y claro.

QIID-14  Plomo.

QIID-15 Crema.

QIID-16  Verde.

QIID-17  Negro.

QIVD-13 Café claro y
pigmentacion
crema difusible en
el medio.

MUESTRA I: LECHE FRESCA

Café claro con contornos
claros 'y puntos de
pigmentacion café oscuro
y claro.

Colonia granulosa, forma irregular, plana, extendida,
margen lobulado, crecimiento no solo en los puntos de
siembra y consistencia seca.

MUESTRA II: LECHE DESCREMADA

Plomo con centros
cremas.

Crema con un centro mas
oscuro

Crema.

Café claro y contorno
crema.

Colonia polvosa, forma irregular, plana, extendida,
margen lobulado, superficie plegada crecimiento no
solo en los puntos de siembra y consistencia blanda.

Colonia aterciopelada, forma circular, plana, extendida,
margen entero, superficie plegada, crecimiento limitado
a los puntos de siembra y consistencia blanda.

Colonia granulosa, forma irregular, plana, extendida,
margen rizoide, crecimiento no solo en los puntos de
siembra y consistencia seca.

Colonia polvosa, forma circular, plana, extendida,
margen lobulado, crecimiento limitado a los puntos de
siembra y consistencia blanda.

MUESTRA IV: LACTOSUERO SIMPLE FERMENTADO

Café claro, contorno
crema y pigmentacion
crema difusible en el
medio.

Colonia vellosa, forma filamentosa, elevada, limitada,
margen desflecado, superficie con surcos radiados,
crecimiento no solo en los puntos de siembra y
consistencia blanda.

5T

Forma de pera, lisa y
contorno fino.

Forma redonda, lisa y
contorno fino.
Forma redonda y lisa.

Forma redonda y lisa.

Forma redonda, hiladas y
contorno grueso.

Forma ovalada y lisa.
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Continuacién Anexo 20

Codigo Caracteristicas morfologicas de hongos de filamentosos
Observacién macroscopica O.bserva,upn
microscoépica
Color del cultivo en placa o o
Apariencia del micelio Forma de esporas
Anverso Reverso
MUESTRA V: SEDIMENTOS DE DRENAJE
QVD-09 Negro y Crema y contorno mas Colonia polvosa, forma circular, plana, extendida, Forma redonda, hiladas y

pigmentacion
crema difusible en
el medio

QVD-10 Plomo

QVID-07 Blanco con
superficie café.

QVID-18 Verde.

claro

Plomo con centro crema

margen rizoide, superficie cerebriforme, crecimiento no
solo en los puntos de siembra y consistencia blanda.

Colonia polvosa, forma irregular, plana, extendida,
margen lobulado, superficie plegada crecimiento no
solo en los puntos de siembra y consistencia blanda.

MUESTRA VI: AGUAS RESIDUALES

Blanco con centro café.

Crema.

Colonia lanosa, forma filamentosa, elevada, sin
margen, superficie con surcos radiados, crecimiento
invasivo en toda la placa y consistencia blanda.

Colonia granulosa, forma irregular, plana, extendida,
margen rizoide, crecimiento no solo en los puntos de
siembra, produccién de exudado y consistencia seca y
mucoide.

contorno grueso.

Forma redonda, lisa y
contorno fino.

Forma ovalada y rugosa.

Forma redonda y lisa.

Fuente: Propia
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Anexo 21. Tabla de caracterizacion morfolégica macroscoépica y microscépica de los hongos filamentosos
aislados en los planteles mineros.

Cédigo Caracteristicas morfolégicas de hongos de filamentosos
C - Observacién
Observacién macroscopica . -
microscépica
Color del cultivo en placa ) ] o
Apariencia del micelio Forma de esporas
Anverso Reverso
MUESTRA |: LODO EN DIQUE DE COLA
Gris con blanco. Crema con centro Colonia polvosa, forma circular, plana, extendida, margen Forma redonday lisa.
MID-06 mas intenso. entero, crecimiento limitados en los puntos de siembra,
produccion de exudado y consistencia blanda y mucoide.
Blanco. Blanco con centro Colonia algodonosa, forma irregular, elevada, extendida, Sin observacion.
MID-07 crema. margen desflecado, superficie con surcos radiados,
crecimiento limitado a los puntos de siembra y consistencia
blanda.
MUESTRA 1ll: COLA O LAMA FRESCA
Crema y Crema con centro Colonia lanosa, forma filamentosa, elevada, sin margen, Forma oval alargada y
MIIID-08 pigmentacion amarillo. superficie con surcos radiados, crecimiento invasivo entodala lisa.
amarilla difusible en placa y consistencia blanda.
el medio.
Blanco con superficie Gris con centro Colonia lanosa, forma filamentosa, elevada, sin margen, Forma ovalada vy
MIIID-09 negra crema superficie con surcos radiados, crecimiento invasivo entodala rugosa.
placa y consistencia blanda.
Crema y Crema con centro Colonia lanosa, forma filamentosa, elevada, sin margen, Forma oval alargada y
MIIID-10 pigmentacion amarillo. superficie con surcos radiados, crecimiento invasivo entodala lisa.
amarilla difusible en placa y consistencia blanda.
el medio.
Café rojizo, contorno Café rojizo, Colonia algodonosa, forma circular, plana, extendida, margen Forma fusiforme.
blanco y contorno naranja y filamentoso, superficie con surcos radiados, crecimiento
MIIID-14 pigmentacion rojiza pigmentacion rojiza limitado a los puntos de siembra y consistencia blanda.

difusible en el medio.

difusible en el
medio.

5
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Continuacién Anexo 21

Cédigo Caracteristicas morfolégicas de hongos de filamentosos
- - Observacién
Observacion macroscopica . o
microscopica
Color del cultivo en placa o o
Apariencia del micelio Forma de esporas
Anverso Reverso
MIVD-04 Negro con contorno Crema con negro. Colonia polvosa, forma filamentosa, plana, extendida, margen Forma ovalada y lisa.
blanco. filamentoso, superficie cerebriforme, crecimiento.
MUESTRA IV: COLA O LAMA VIEJA
Blanco con superficie Crema con centro Colonia lanosa, forma filamentosa, elevada, sin margen, Forma ovalada, rugosa
MIVD-05  café. mas oscuro. superficie con surcos radiados, crecimiento invasivo entodala y contorno grueso.
placa y consistencia blanda.
Verde y contorno Crema con centro Colonia polvosa, forma circular, plana, extendida, margen Formaredonday lisa.
MIVD-06  blanco. MAas oscuro. entero, crecimiento no solo en los puntos de siembra,
produccion de exudado y consistencia blanda y mucoide.
Negra y contorno Crema con centro Colonia polvosa, forma circular, plana, extendida, margen Forma redonda,
MIVD-07  crema. Mmas oscuro y gris. desflecado, superficie cerebriforme, crecimiento no soloenlos hiladas y contorno
puntos de siembra y consistencia blanda. grueso.
MIVD-08 Verde con blanco. Crema con centro Colonia algodonosa, Forma circular, plana, extendida, Forma redonday lisa.
MAas oscuro. margen, margen desflecado, crecimiento limitado a los puntos
de siembra y consistencia blanda.
MUESTRA VI: SEDIMENTOS DE DRENAJE
MVID-04 Verde con contorno Crema verdoso Colonia polvosa, forma circular, plana, extendida, margen Forma redonday lisa.
blanco. entero, crecimiento limitado a los puntos de siembra,
produccion de exudado y consistencia blanda y mucoide.
MVID-05 Crema y Crema con centro Colonia lanosa, forma filamentosa, elevada, sin margen, Forma redonday lisa.
pigmentacion amarillo. superficie con surcos radiados, crecimiento invasivo en toda la
amarilla difusible en placa y consistencia blanda.
el medio.
MUESTRA VII: SUELO DE COLAS
MVIID-04 Blanco con naranja. Crema con centro Consistencia lanosa, forma filamentosa, elevada, extendida, Forma ovaladay lisa.

amarillo.

sin margen, con surcos radiados, crecimiento invasivo en toda
la placa, y consistencia blanda.

Lok
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Continuacién Anexo 21

Cédigo Caracteristicas morfolégicas de hongos de filamentosos

Observacioén

Observacion macroscopica . o
microscopica

Color del cultivo en placa

Apariencia del micelio Forma de esporas
Anverso Reverso

MVIID-05 Blanca con naranja. Crema con centro Consistencia polvosa, forma circular, plana, extendida, Forma ovaladay lisa.
rojizo margen entero, crecimiento no solo en los puntos de siembra
y consistencia blanda y mucoide.

MVIID-13 Blanco con superficie Crema con centro Colonia lanosa, forma filamentosa, elevada, sin margen, Forma ovalada, rugosa
café. mas oscuro. superficie con surcos radiados, crecimiento invasivo entodala y contorno grueso.
placa y consistencia blanda.

Fuente: Propia
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Anexo 22. Secuencias corregidas y alineadas de las bacterias identificadas por
via molecular en formato FASTA.

Secuencia 1. Cepa QIVB-10 (Proteus penneri)

>1_27F
GGGGAAGGGGGGGGGCTAAAACATGCAGTCGAGCGGTAACAGGAGAAAGCTTGCTTTCTTGCTGACGAGC
GGCGGACGGGTGAGTAATGTATGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAAT
ACCGCATGACGTCTACGGACCAAAGCAGGGGCTCTTCGGACCTTGCGCTATCGGATGAACCCATATGGGAT
TAGCTAGTAGGTGAGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACA
CTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGC
CTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGT
GATAAAGTTAATACCTTTATCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCAATTAAGT
CAGATGTGAAAGCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATCTGAAACTGGTTGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGG
GGTAGAATTCCACGTGTACCGATGAAATGCGATAGATATGTGTAAAGCATTGGACTAGTACGGACTCTCATC
CTGGTTAGAGACACACACTTACGCGACTAAATGCCCTGCTTATCCACAGGGTACACCCTGTCCACACGGGT
CTTTCCTGCACTATCTATACGTATTTCAACGCTTACCGCGTGAAAATTCATCGCCTCCCTCAACACAGACTTC
TACACTACCCACTTGTCAGGAAGTAGATTCCGCACGCTAAAGCTTCAGGTGTATTTAAGATGTTGTACTTTAA
ATTACCACGGCAGGGGGATCGTTATTTTACCCTTCTGATAATTTTCCGGAAATAACGCCTTTAGGAACCCTTT
TGGTTATTTCCTTGGGAAATTTCTGTCGGAAAAAGGGTTTTTAGGAACAGGGTAGGCTTTTCCCCCCTTCGG
GGGAAAAAACCCTTTAATTTTGGGAATGAGGGTTGCCATTAGACCTTTTTCCGCCCCCCCCCTTCCCCcecCC
CTCCGGTTAAAAAAAGGCTTTTGGTTTTAAAAGGCCCCCCCCAAAAACGGTCAATTTCTGTTAACCAACCCC
TTAAAGCCCGGGTATTGGGTTTTGGTCCCAAACCCGGGGGGAATTTGCGCCCCCCCTGTAAATTCGGTTAA
AAAAAAAAGATACTTCCCCCAAGGGGGGTGGGGCGTTTGGACCCCTACCCCCCGGGAGGAAAAAGGAAAG
ATGTGGGCGGGGGGGGGGCCCAAAAGGGGGAACTCCCTCCCACCAAAAGGCCCCCCAGGGGGGGGGGT
GGGGGGGCCCCTATATATTACCCACCTCCCCCTCTCTTCTCCCGGGGGACCCCCAACACCCCCCTGGGGG
ATAAATGGGGGTATTTTTCCCCGGGGGGGCGCGCTTTTAAAGGGGAGGGGAGAAAAAGACTTCATTTTTTG
CCACCCCCCTTCCCCCCTTTTTTTCCCAAGAAAAGTTTATTCCACTCCCCCCGGGGGGTAAAAAAAATGGGG
TTTTAAAAAACTCGCCCGCTAAAAAAGGGGGGGCCAAAAAACGCGGGGCGGGAAAATAAAGAGACAAAACC
CCCCTCCTTTGTTTTTTCTCCTCTTGGGGTCACCCCAAAAAAGAAAAAAATGCCCCCAAAGAAGGGGTTTTTT
TTTTAAAAATCCTCCCAAAGGGGGTTTTTAACCCGGGGAATTTTGGGCCCCCCCCCCGGCGGTCTTATAAAA
GGGGTGGCCGCGAAGGGGGACCCCTTAAATAAAAAAACACCTCTCCCCCCCCCGGGGLCCGLeeeeCAC
CGGGGGGGAAAAAAGGGGGAGAAAAAAAAAATAATAATTATTTCTCGTTGGCCTCCCTTTTTACCTCCCTGG
GGGGAAAGTGGGTGGGCTCTTTTAGGGC

Secuencia 2. Cepa QIIE-11 (Enterobacter sp)

>3 27F
GGAAGGGGGGGGGCTACCATGCAGTCGAGCGGCAGCGCGGGGTACCTGGTTCCTTTGCCCGCGAGCGGC
AGAGGGGTGAGTAATGTCTGGGACACTGCCTGATGGAGGGAGATAACTACTGGAAACGGTATCTAATACCG
CATAACGTCACAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCCTCATATGTGCCCAGATGGGATTATC
TAGTAGGGGGGGTAACGGCTCACCTACGCCACTATCCCTATCTGGTCTGAGAGGATGACCACCCACTCTGG
AACTGACACACGGTCCACACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAGTGGGCGCAAGCCTGA
TGCACCCGTGCCGCGTGTATGAAGAACGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAAGAAGGTGTTGA
GGTTAATAACCTCAGCGATTGACGTTACCCGCAAAAAAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCCCCCGCGGT
AATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCAAAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCGCGCGGTCTGTCAACTCAGA
TGTGAAATCCCCGGTCTCAACCTGGGAACTGCTTTCAAAACTGGCGGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTA
AAATTCCGTGTGTAGCGGAGAAGTGCATAGATATCTGGAAGAATACCTGTGGAGAGCGCGCCCCCGTGGAC
AAACACTGACTCTCGTGTGCGAAAGCGTGGAGAACAAACGAGATTATATCCCGTGGTACCCCACCCCATAA
AATATGTCCACTTGGAGGGTGTCCTCGTGACGCGTGTTTTCCAGATCTCACGCGATAACTACACCGCGTGG
GAGAGTACGGCCCGCGGGGATAACACTCATATGAATGTGACGGGGGGCGCGCACAAGCGGGAGAGCGTG
TGGTTATATTCTCTATGCCACGCAAAGAACTCTATCTCCTACTCGTGACCTCCAGAGAACTTCTCCAGATATG
GTATGTGGGTGCCTCTCGGAACACTCAGACACGTGCGCTGCGTGGTGTGTCCTCATCTCGTGTGTAAAGTG
TGTGGGTTTAAGTCCCGAAACGAGCGACACCCTTTACTCTTTTTGTGCACGCGTTTCAGCGCGGAAACATCA
AAAGGAGATCTGCAGGTATACTGGAGAAAGGGGAATAACTCAGATCTTCTGTGCCCTTCAGATGAGGTAAA
CGGGTCTCTAATGCGCGGCTTCGAGGAGAGACGACACGTG

5]
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Secuencia 3. Cepa QIIIE-16 (Klebsiella sp)

>3L_27F
GGGAATTGGGGCGGCTACACATGCAGTCGAGCGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGCGGC
GGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACC
GCATAACGTCGCAAGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTA
GCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACAC
TGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCC
TGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCG
ATAAGGTTAATAACCTTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAG
TCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGG
GGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGLCGGLCCCC
CTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGAC
CGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCA
TGTGGGTTTAATTCGATGCAACGCGGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACAAGAACTTTCCAGAGATG
GATTGGTGCCTTCGGGAACTGTGAAAACAGGTGCTGCATGGGCTGTCGTCCGCTTCGGTGTTGTGAAAATG
TTGGGGTTAAGTCCCGCCAACGAAGCGCAACCCTTTATCCCTTTGTTGGCCAGCGGGTTAGGGCCGGGGA
ACTCCAAAGGAAAACTGCCCATGGATAAAACTGGAAGGAAAGGGGGGGGATGAACGTCCAAGTCCTTCATG
GGCCCTTTACAACCAAGGGGTTAACCCCCGTGGCTTTAAAATGGCTTTTTTCCAAAAAAAAAGCCAACCCCC
CCGAAGAA

Secuencia 4. Cepa QIIIB-10 (Staphylococcus aureus)

>5_27F
TGCAGTCGAGCGAACGGACGAGAAGCTTGCTTCTCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGA
TAACCTACCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATATTTTGAACCGCATGG
TTCAAAAGTGAAAGACGGTCTTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAA
CGGCTTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGT
CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGC
GTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACATATGTGTAAGTAACTGTGCAC
ATCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCA
AGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGG
CTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAG
CGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTG
ATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAA
GTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGGAGTACGACC
GCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA

Secuencia 5. Cepa MIIIA-01 (Bacillus cereus)

>6_27F
CGGGGGGGGGGGCTATACATGCAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGA
CGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGG
ATAACATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCG
CATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGC
CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGA
AAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAA
CAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCT
TAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAG
AGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGA
CTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
CACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCA
CTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG
AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGAT
AGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTG
CCGGTGACAAACCGGAAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGGCCCCTTATGAACCTGGGCT

5]
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Secuencia 6. Cepa MIIIA-03 (Pantoea sp)

>7_27F
GGGCTACCATGCAGTCGAGCGGTAACGGAGGTGCTTGGTCCCTTTTGTCGAGAGCGGCAGAGGGGAGAAT
TGTGTGGGGAACTCTGCGAGATGGGGGGAGATCTCTAGTGGACAGGGTCTCTTACACCGCAAAGTCTCAC
GAGACCAAAGAGGGACATCTTCGCCTCTCGCGCCCTCATATGTGCCCATATGATATTATCTTATGTGGGGG
GTAATGTCTCCTCTGCGACAATATCCCTCTGTGGTCAGAGAAGAAGACCCCCCACTGTGAATGTGACACGG
TCCCCACACTCCTAGGGGGGGCCACTGTGGAAAATTTTGCACTGTGCGCGCACCCGAGATGCCCCCGTGC
CGCGTGTAAAAAAAGCGTCTTCGTTGTGTAGTACTTTTTCCGCGGAGAAGAGGGTTTAGATGTTTATCCTCT
CCGCTAGTGATTTTCCCCACAAAAAACACCCCCGAAATCTCCGTGCCCACCCCCGCGGATATAGAGAGGGC
GCGCGTTTTTCTCAAATTTAGTGCGTATAACGCACACACGCGCTCTGTGTTATCTCATATGTGATCTCCGGG
GTCTTACTGTGAAAACTGCTTTTAACTGTGGCGC

Secuencia 7. Cepa QIVC-05 (Enterobacter sp)

>7L_27F
CATGCAGTCGTACGGGGTACCCGTAACTTTGTCTCGGGTGAGAAGCGGGGGACAGGTGAGTGATGTGTGG
GGGACTGTGTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCACGACCCAA
GAGGGGGACCTTCTGGCCTCTTGCCATCACATGTGCCCCCATGGGATTATCTAGTAGGTGGGGTAACGGCT
CACCTATGCGACAATACCTATCTGGGCTGAGAGGATGACCCCCCCCACTGTAACTGAGACACGGTCCCCAC
TCCTACGGGAGGCGCCAGTGGGGAATATTGTGCAATGGGCGCAAGCCTGATGCACCCCTGCCGCGTGTGT
GAAAAAAGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCTCCGGGGAGAAAAGTGTTGTGGTTAATAACCTCTCCGATTG
AGGTTTCACGCACAAAAAACACCGGCTATCTCTCTGCCACCACCCGCGGGAATATAGAGGGTGCGCGCGTT
TTTCTCAATTTCTGGGCGTAAAACGCACGCACGCGGTCTGTCTCGTCTCATATGAAATCCCCCCGGTCTCCC
TGTGAACTGCGTTCGAAACTGGGACGCTATAGACTCGTGTAGAGGGGGAGAATTTTCCGTGTGTCGGTGAA
ATGCGTATAGATCTGGAGGAATATCCGTGGCGAAAGCGGCCCCCTGTACAAAAACAGACACTCTCGTGCGA
AAACGTGGGGAGCAAAAACGATTATATACCCCGGGATTCCCCGCCCCAAACAATATCTACTTGTAGGTTGTG
CCCCTTAGGCGTGGGTTTCCCCAGATATAACGTTTTAACTACCCCCCGGGGAGAACACCCCCAAGGTTAAA
AATCTAATGAATTTTTCGGGGGG

Secuencia 8. Cepa MIVC-13 (Enterobacter sp)

>8L_27F
AGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGA
AACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAG
GGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCA
CCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATG
AAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATAAGGTTAATAACCTTGTCGATTG
ACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGT
TAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAA
CCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGT
GCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAG
GTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG
GTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCG
AAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGAC
AGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTT
ATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGAACTCAAAGGAAAA

Secuencia 9. Cepa MIVB-02 (Terribacillus saccharophilus)

>9 27F
ACCAGATGACCCCTTCGGGGTGATTCTGGTGGAATGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCT
GCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTATTTCCTTTCTCCTGATTGGAA
ATGGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGC
CCACCAAGGCGACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCA
GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTG
AGCGATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACGAGAGTAACTGCTCGTAC
CTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAA
GCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGTAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACAGC
TCAACTGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGA
GGAGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT&GTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAG

149



Bioprospeccién microbiana dirigida al desarrollo del agro y la industria nacional

GTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCG
CAAGGCTGAAACTCAAAAGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAA
CGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCGCTGACAATCTTGGAGAACAAGACGTTCCCTTCGGGGACAG
CGTGACAGGTGGTGCATGGTT

Secuencia 10. Cepa MVIB-02 (Exiguobacterium aurantiacum)

>11 _27F
GTCGAGCGCAGGAATCATCCGAACCCTTCGGGGGGACGTTGATGGAATGAGCGGCGGACGGGTGAGTAA
CACGTAAAGAACCTGCCCTCAGGTCTGGGATAACCACGAGAAATCGGGGCTAATACCGGATGGGTCATCG
GACCGCATGGTCCGAGGATGAAAGGCGCTTCGGCGTCGCCTGGGGATGGCTTTGCGGTGCATTAGCTAGT
TGGTGGGGTAATGGCCCACCAAGGCGACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGA
CTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATG
GAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGTTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGTGCCG
CAGGCAATGGCGGCACCTTGACGGTACCTTGCGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCCTCTTAAGTCTGA
TGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGCCATTGGAAACTGGGAGGCTTGAGTATAGGAGAGAAGAGT
GGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTTTGG
CCTATAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG
TAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGAAGCTAACGCATTAAGCACTCCGC
CGGGGGGAGTACGGTCGCAAGGCTGAAAACTCAAAAGGAATTGACGGGGGACCCGCACAAGCGGTGGGA
GCATGTTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGGAAGAACCTTACCAACTCTTGGACATCCCCCTGACCCGGGTAC
AGAGAATGTAACCTTCCCCTTTCGGGGGGCCAGGGGTGACCAAGGTGGTGGCATGGGTTGTCCGTCAGCC
TTCGTGTCCGTGAAAATGTTTGGGGTTTAAGTTCCCGCCAACGGAAGCGCAAACCCCTTGGTCTCCTTAGTT
TGCCCACCAATTTCAGTTTGGGGCAACTCCTAAAGGGAAAACTGGCCCGGT

Secuencia 11. Cepa QVIE-17 (Bacillus cereus)

>13_27F
CTATACATGCAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACA
CGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAAC
CGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTG
GTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAG
CAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTG
AATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTG
AAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAA
TTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGT
AACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC
GATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGG
GAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT
AATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCT
TCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGGTTAAGTCCC
GCAAC

Secuencia 12. Cepa MIVB-11 (Bacillus cereus)

>19 27F
GTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACC
TGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCG
AAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACG
GCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCC
CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCG
TGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGC
ACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC
AAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACG
GCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTG
AGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTA
AGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCG
CAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCA
ACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAG
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AGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC
AACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAG

Secuencia 13. Cepa MVIIB-08 (Bacillus sp)

>20_27F
CGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAATGGGATTAAGAGCTTGCTCCTTATGAAGTTAGCGGCGGAC
GGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGA
TAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCG
CATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGC
CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGA
AAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAA
CAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCT
TAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGATTGCAAAAA
AGGAAAGTGAAATTCCATGTGTACCGGTGAAATGCGTAAAGATATGAAGAAACACCATTGGCAAAGGCAACT
TTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAAATACCCTGGTAGTCCA
CGCCGTAAACAATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACT
CCGCCCGGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA
AGCATGTGGTTTAATTTCAAAGCAACGCGAAAAACCTTTACCAAGGTCTTGGACATCCCTCTTGAAAACCCTT
AAAAAATAAGGGCTTTCTCCCTTCCGGGAGCAAAAGGGAAAAGGGGGTGGCAAGGGTTTTTCCTCCACCCT
CCTGGTCCTGGAAAAAATTTTGGGGTTAAATTCCCCCCAACAAAAGGGCAAACCCTTGGAATCTTAAATTGG
CCCCCCCTTTAAATTTTGGGGCCCCCCTTAAAGGGGGAATTCCCCCGGGGAAAAAACCCCGAGGAAAAAAG
GGGGGGGGGGAAAAGGCCCAAAAAATCCTTTGGCCCCCCTTTTAAAACCGGGGGGGGTAAAAAACCCGGG
TTTCAAA

Secuencia 14. Cepa QIlIB-09 (Escherichia sp)

>21G2_27F
GTCGAACGGTAACAGGAAACAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAA
ACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGG
GGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCAC
CTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGA
AGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGGAGTAAAGTTAATACCTTTGCTCATTGA
CGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTT
AATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAAC
CTGGGAACTGCATCTGATACTGGCAAGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGC
GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTT
GTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT
AAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAG
AACCTTACCTGGTCTTGACATCCACGGAACTTTTCAGAGATGGAAAGGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAG
GTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTA
TCCTTTGTTGCCAGCGGTCCGGGCCGGGAACTCAAAGGAGAACTGCCCGGTGATAAACTGGGAGGAAAGG
GGGGGGATGAACGTCCAAG

Secuencia 15. Cepa QVIB-08 (Klebsiella sp)

>23G5_27F
GTCGAGCGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAA
CTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAATGTCGCAAGACCAAAGTGGG
GGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACC
TAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAA
GAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGGTGAGGTTAATAACCTTGTCGATTGAC
GTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTA
ATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAAC
CTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTG
AAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTG
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGAGGT
TGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGT
TAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAA

IT;
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GAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACA
GGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTA
TCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGGAGGAAGGTGGG
GGAATGACGTCAAGTCATCATGGGCCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTG

Secuencia 16. Cepa QVIA-12 (Serratia marcescens)

>24G1_27F
TGCACGTCGAGCGGTAGCACAGGGGAGCGTTGCTCCCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGT
CTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACC
AAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAAT
GGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTC
CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCG
TGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGGTGAACTTAATACGTTCAT
CAATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGC
AAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGG
GCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGC
TCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATT
TGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCC
GCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCA
ACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCT
GAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
CCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGGAGGAAG
GTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGGCTACAATGGCGTTTACA
AAGAGAAGACGACCTCGCCGAGAGCAAGCGGACCCCTTAAAAAACTTCCCAATCCCCGATTGGAATCTGCC
ACCCCACCCCCCGAAATCGGAATCCCCCGTAAACCCGAAAAAAAAAAGCTACGGGGAAAAAATTTCCCGGG
CTTTTTAAACCCCCCCGGTCAC

Secuencia 17. Cepa QIIE-10 (Serratia marcescens)

>25_27F
ACATGCAAGTCGAGCGGTAGCACAGGGGAGCGTTGCTCCCCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTA
ATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAA
GACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGG
TAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACAC
GGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGC
CGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGGTGAACTTAATACGT
TCATCAATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGG
GTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCC
CCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAG
GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTG
ACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTC
GATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTAC
GGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
TGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAA
CTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGG

Secuencia 18. Cepa QIA-13 (Pseudomonas aeruginosa)

>26G8_27F
GGGAATTGGGGCGGCTACACATGCAGTCGAGCGGATGAAGGGAGCTTGCTCCTGGATTCAGCGGCGGAC
GGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCAT
ACGTCCTGAGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTA
GTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGA
ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGAT
CCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAA
GTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATG
TGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGA
ATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTG
ATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC

IET;
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GATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGG
GAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT
AATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCC
TTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
TAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACCCTCGGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACA
AACCGGAGGAAGGTGGGGGATGAACGTCAAGTCATCATGGGCCCTTACGGGCCAGGGCTACACACGTGCT
ACAATGGTCGGTAACAAAGGGTTGCCAAGCCCCCCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAAACCGATCGTAGGT
TCCGGATCCCAGT

Secuencia 19. Cepa MVIIA-01 (Bacillus sp)

>27AV2_27F
ATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACG
TGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCG
CATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGT
GAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAG
ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCA
ACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAA
TAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGA
AAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAAT
TCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGT
AACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC
GATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGG
GAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT
AATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCT
TCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
CAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAA
CCGGAAGAAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGGCCCCTTATGAACCTGGGGCTACACACGTGGCTAC
AATGGGACAGAAACAAAGGGGAGCCGGA

Secuencia 20. Cepa QIIC-13 (Pseudomonas sp)

>D_27F
CTCAGGTAAGGTCCGTAAACAATGGTTAACCCGGTATTAGTGCTGGATGCGTCGGGGTTCGAAGTAAATTG
CGCTAACGCAGTGCTAGCCCTGGGGTAGTGGGGGGGGATAACGGTTCCCGGAAACGGGGCGCCTAATATC
CCGCATACGGATCCTGGAGGGGAGAAAGTGGGGGAATCTTCCGGAACCTCACCGCTATCAGAATGAGCCT
TAAGGTCGGAATTAGCTAAGTTTTGGGTGGGGGTTAAAGGGGCCTACCAAAGGGCGAAACGATCCGTTAAC
TGGGGTCTGAAAGAGGATGATCAGGTCACACTGGGAACTGAGGACCACGGGTCCAGACTTCCCTACGGGG
GAGGCAGGCAGTGGGGGGAATATTTGGGACAAATGGGGCGAAAAGCCCTGGATCCAGGCCCATGGCCCG
GCGTGGGTGTGAAAGAAGGGGTCTTCGGGAAATTGTAAAAGGCAACTTTAAAGTTGGGGGGAGGAAGGGG
CAAGTAAGTTTAATAACCTTGGCTGTTTTTGACGTTACCAAACAGGAATAAGGCACCGGGCTAACTTTCGTG
GCCCAGCAGCCGCGGGTAATACGGAAGGGGTGCCAAGCGTTTAATCGGGAATTTACTGGGGCGTAAAAGC
GCGCGGTAGGGTGGTTTCAGCCAAGTTTGGGATGTTGAAAATCCCCCGGGGCTCAACCCTGGGGAACTGG
CATCCCAAAAACTACCTGAAGCTAGAAGTACGGGTAGAAGGGGTGGGTGGGAATTTTCCTGTGGTAGCGGG
TGAAAATGCCGTAGAATATAGGGAAGGAAACACCCAGTGGGCGAAAGGCGAACCACCCTGGGACTGGATA
CTGGACACTGAAGGTGCGAAAAGCCGTGGGGGAGCCAAACAGGGATTAGAATACCCCTGGGTAGTCCCAC
GCCCGTAAAACGAATGTCGAACTAGCCCGTTGGGGATCCCTTGAGAATCTTTAGTGGGCGCCAGCTTAACG
CCGATTAAGTTCGAACCGCCCTGGGGGAAGTACGGGCCGCCAAGGGTTAAAAACTCAAAATGGAATTGAAC
GGGGGGCCCCGCACAAAGCGGGGGGAACCATGGTGGTTTTAATTTCGAAGGCCAACGCCGAAAAAAACCT
TTACCCGGGCCTTTGGACATGGCTGAAAAAACTTTTCCCAAAAGATGGA

Secuencia 21. Cepa QVD-21 (Enterobacter sp)

>F 27F
GTCGAACGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAAC
TGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGG
GGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCT
AGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAG
AAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACG
TTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAA
TCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACC
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TGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGC
GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTT
GTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT
AAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAA
AACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGG
TGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC

Secuencia 22. Cepa QVD-20 (Enterobacter cloacae)

>G_27F
GTCGAACGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAAC
TGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGG
GGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCT
AGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAG
AAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACG
TTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAA
TCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACC
TGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGC
GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTT
GTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT
AAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAG
AACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGG
TGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAT
CCTTTGTTGCCAGCC

Secuencia 23. Cepa QIA-02 (Pseudomonas aeruginosa)

>H_27F
GGGGCGGCTACACATGCAGTCGAGCGGATGAAGGGAGCTTGCTCCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAG
TAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTG
AGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGG
GGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACA
CGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATG
CCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACC
TTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGG
GTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCC
CCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTG
TGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGA
CACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTC
GACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTAC
GGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGCGAAGAAACCTTACCTGGGCCTTGACATGCTGAGAAACTTTCCAGAGAATGGATTGGTGCCTTT
CGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTA
ACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACCTCGGGGGGGGCACTCTAAGGAAACTGCCGGGGACAA
ACCGGAGAAAGGGGGGGATGAACGTCAAGTCATCATGGGCCCTTAACGGCCAGGGGTTACCCACGTGGCT
ACAAAGGGTCGGGTAACAAAGGGTTGCCCAAAC

Secuencia 24. Cepa QIIIE-12 (Escherichia coli)

>| 27F
ACACATGCAGTCGACGGTAACAGGAAACAGCTTGCTGTTTCGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGT
CTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACC
AAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAAC
GGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTC
CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCG
TGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGGAGTAAAGTTAATACCTTTGCT
CATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCA
AGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGG
CTCAACCTGGGAACTGCATCTGATACTGGCAAGCTTGAG'ETCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAG

154,
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CGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTC
AGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTT
GGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCC
GCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCA
ACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACGGAAGTTTTCAGAGATGAAAATGTGCCTTCGGGAACCG
TGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
ACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAA
GGGTGGGGATGAACGTCAAGTCATCATGGGCCCTTACGACCAAGGGGCTACACACGTGGCCTACAATGGG
GGCCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCCCGAGAGCAAGCGGGACCTCATAA

Secuencia 25. Cepa QVIE-11 (Klebsiella pneumoniae)

>K_27F
ATGCAGTCGAGCGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGG
GAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAATGTCGCAAGACCAAAG
TGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCT
CACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGA
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTG
TGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGTTAAGGTTAATAACCTTGGCGAT
TGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGC
GTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCT
CAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCA
GGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGATTTG
GAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGGAGTACGGCCG
CAAGGGTTAAAACTCAAATGAAATTGACGGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGGAGCATGTGGGTTTAATTCGA
TGCAACGCGAAGAAACCTTACCTGGGTCTTGACATCCACAGAAACTTTTCCAGAAAATGGATTGGGTGCCTT
TCGGGGAACTGTGAAAAACAGGTGCTTGCATGGGCTGTCCTTCAACCTCGTGGTTTGTGAAAATGTTTGGG
GTTAAAGTTCCCGGCAACGAAGCGCAAACCCTTTATCCTTTTGTTTGCCAGCCGGGTTAAGGCCGGGGAAC
TCCAAAGGAAAACTGGCCAGTGAATAAACT

Secuencia 26. Cepa MIIIB-04 (Acinetobacter sp)

>M_27F
TGCTTGCACTATCACTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACA
TCTCGAAAGGGATGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGATCACTTGTGACCTTGCGCTA
ATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGT
CTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGA
ATATTGGACAATGGGGGGAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTATGGTTGTAAAGC
ACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTCTTTTGGTTAATACCCAAGATGAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACC
GGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGATTTACTGGGCGTAAAG
CGCGCGTAGGCGGCCAATTAAGTCAAATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATTCGATACTGG
TTGGCTAGAGTGTGGGAGAGGATGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAAT
ACCGATGGCGAAGGCAGCCATCTGGCCTAACACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCATGGGGAGCAAACAGGA
TTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGTCTACTAGCCGTTGGGGCCTTTGAGGCTTTAGTGGCG
CAGCTAACGCGATAAGTAGACCGCCTGGGGGAGTACGGGTCGCAAGACTAAAAACTCAAATGAAATTGACG
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAAGCATGTGGTTTAAATTCGATGCAACGCGAAGAAACCTTACCTGGGCC
TTGACATAGTAGAAAACCTTTCCAGAGAATGGATTGGTGCCC

Secuencia 27. Cepa MIIIC-07 (Pseudomonas sp)

>N_27F
GTCGAGCGGATGACGGGAGCTTGCTCCTTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCC
TGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGAC
CTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGC
GACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGT
CTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGCTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCG
ACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAAT
TACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACT
GCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
ATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTG
GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTG

5]
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AGATTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAA
TGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCA
GGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATG
GCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTAC
CAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAAGGTGGGGATGACGTCA
AGTCATCATGGGCCCTTACGGCCTGGGCT

Secuencia 28. Cepa MIIIC-06 (Bacillus sp)

>0_27F
CAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAA
CCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTT
CGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAA
CGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGG
CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCG
CGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTG
GCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTG
GCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCA
CGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACA
CTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTG
CTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGGAGTACG
GCCGCAAAGGCTGAAACTCAAAAGGAATTGACGGGGGCCCCGCACAAGCGGGTTGGAGCATGTGGGTTTA
ATTCGAAAGCAACGCGAAGAAACCCTTACCAGGGTCTTGGACATCCTTCTGAAAAACCCTAGAAGATAGGG
GCCTTCTCCTTCGGGAAGCAGAAATGACAGGTTGGTTGCATGGTTTGGTTCGTCGACCTCGTGTCCCTGAA
AATGTTTGGGGTTAAGTTCCCGCAAACGAGGCGCAACCCCTTTGATCTTAGTTGGCCATCCATTAAAGTTGG
GGCACCTCCTAAGGTTGAACTGGCCGGGTGAACAAACCCGGAAGGAAAGGGTGGGGGATGGACGGTCCA
AATCCATCATTGCCCCCCTTTATGGAACCTGGGGCCTAAAAACCGGGGGCTAACAATGGGAACCGGTACAA
AAAA

Secuencia 29. Cepa MIVB-01 (Bacillus marisflavi)

>P_27F
GTCGAGCGGATCGATGGGAGCTTGCTCCCTGAGATCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCT
GCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACACCTACCCCCGCATGGGGGA
AGGTTGAAAGGTGGCTTCGGCTATCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATG
GCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCC
CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCG
TGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCGAATAGGGCGG
CGCCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGG
CAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCAC
GGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCAAGTG
TAGCGGTGAAATGCGTAGATATTTGGAGGAACACCAGTGGCGAAAGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACAC
TGAGGCGCGAAAGCGTGGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGT
GCTAAGTGTTAGAGGGGTTTCCGCCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGGAGT
ACGGTCGCAAGACTGAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGGTTTAA
TTCGAAGCAACGCGAAGAAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCC
CTTTCGGGGGACAGAGTGAACAGGTGGTGCCATGGGTTGTCGTTCAGCTCGTGTCGTTGGAGATGTTTGG
GGTTAAGTCCCGCCAACGAAGCGCAACCCTTTGGATCTTAGTTTGCCAGCAATTTCAGTTTGGGGCACTCTT
AAAGATGACTGGCCG

Secuencia 30. Cepa MVIIC-03 (Pseudomonas sp)

>Q_27F
CATGCAGTCGAGCGGATGACGGGAGCTTGCTCCTTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAA
TCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAG
GGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACC
AAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAG
AAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGCTAATACCTTGCTGTTTTGACGT
TACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATC
GGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAiGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTG

156
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GGAACTGCATCCAAAACTGGCGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAA
AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAA
TCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAA
CTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC
CTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGACACAGGTG
CTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCC
TTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGGCACTCTAAAGGA

Secuencia 31. Cepa MVIA-01 (Acinetobacter calcoaceticus)

>R_27F
AGTCGAGCGGGGTGATGGGTGCTTGCTACTATCACTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCT
GCCTATTAGTGGGGGACAACATTTCGAAAGGAATGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGG
ATCTTCGGACCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAG
GCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGGAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAA
GGCCTTATGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACTTTAGTTAATACCTAGAGATAGTGGACGTT
ACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCG
GATTTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGCTAATTAAGTCAAATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGG
AATTGCATTCGATACTGGTTAGCTAGAGTGTGGGAGAGGATGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGAGATCTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCATCTGGCCTAACACTGACGCTGAGGTGCGAAAG
CATGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGTCTACTAGCCGTTGGGGCC
TTTGAGGCTTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTAAAACT
CAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTT
ACCTGGCCTTGACATAGTAAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTTACATACAGGTGCTGC
ATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTTTCCTTATTT
GCCAGCGAGTAATGTCGGGAAACCTTTAAGGATACTGGCCAGTGACAAACTGGGAGGAAGGCGGGGAACG
ACGTCAAGTCATCATGGGCCCTTACGGGCCAGGGCTACACACGTGGCTACAATGGTCCGGGTACAAAGGG
GTTGCTACCTAGCGATAGGATG

Secuencia 32. Cepa MVIB-07 (Acinetobacter sp)

>S 27F
CGAGCGGAGTGATGGTGCTTGCACTATCACTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTAT
TAGTGGGGGACAACATCTCGAAAGGGATGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGATCACT
TGTGACCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGA
CGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGGAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCC
TTATGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTCTTTTGGTTAATACCCAAGATGAGTGGACGTTACTC
GCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGATT
TACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGCCAATTAAGTCAAATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAATT
GCATTCGATACTGGTTGGCTAGAGTGTGGGAGAGGATGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
AGATCTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCATCTGGCCTAACACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCATG
GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGTCTACTAGCCGTTGGGGCCTTTG
AGGCTTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTAAAACTCAAA
TGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCT
GGCCTTGACATAGTAGAAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAATCTACATACAGGTGCTGCATG
GCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTTTCCTTACTTG
CCAGCATTTCGGATGGGGAACTTTAAAGGATACTGGCCAGTGACAAACTGGAGGAAAGGGCGGGGACGAC
GTCCAAGTCATCATGGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACCGTGGCTACAATGGGTTCGGTACAAAGGGTT
GC

Secuencia 33. Cepa MVIC-08 (Bacillus cereus)

>T 27F
CTATACATGCAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACA
CGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAAC
CGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTG
GTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAG
CAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTG
AATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA

5]
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CGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTG
AAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAA
TTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGT
AACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC
GATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGG
GAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT
AATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCT
TCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAA
ACCGGAAGAAAGGGGGGGGATGACGTCCAAATCATCATGGCCCCTTATGACCTGGGGGGTAAACACCGGG
TTCAAATGGAAGGGGGACAAAAAAAT

Secuencia 34. Cepa MVIC-09 (Bacillus sp)

>U_27F
TATACATGCAGTCGAGCGAATGGATTGAGAGCTTGCTCTCAAGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACAC
GTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAATATTTTGAACT
GCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGG
TGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGA
GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGC
AACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGA
ATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGA
AAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAAT
TCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTA
ACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG
ATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGG
AGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA
ATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTT
CGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCG

Secuencia 35. Cepa QIVE-08 (Enterobacter cloacae)

>X1_27F
ACGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCT
GATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACC
TTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGC
GACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGG
CCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTAC
CCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGG
AATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGG
AACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAG
CGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGGAGGTTGTG
CCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAA
AACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAA
CCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTG
CTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTG

Secuencia 36. Cepa QIE-11 (Serratia sp)

>X2_27F
GGGGAGCTTGCTCCCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGG
GGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCC
TCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCC
TAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGT
TGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGGTGAGCTTAATACGCTCATCAATTGACGTTACTCGCAGAAG
AAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGG
GCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTT
GAAACTGGCAAGCTAGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCT
GGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAG
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CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCG
TGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCT
TGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGT
CGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTTGTTGCCAGC
GGTTCGGCCGGGAACTCAAAAGGAAACTGCCAGTT

Secuencia 37. Cepa QIE-08 (Serratia marcescens)

>X3_27F
GTCGAGCGGTAGCACAGGGGAGCTTGCTCCCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGA
AACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAG
GGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCA
CCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTG
AAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGGTGAGCTTAATACGCTCATCAATTG
ACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGT
TAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAA
CCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGT
GCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGG
TTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG
TTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGA
AGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACA
GGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTT
ATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAAGGGTG
GGGATGACGTCAAGT

Secuencia 38. Cepa QVE-06 (Psychrobacter alimentarius)

>X4_27F
CATTTCTAGCTTGCTAGAAGATGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATACTTAGGAATCTACCTAGTAGTGG
GGGATAGCTCGGGGAAACTCGAATTAATACCGCATACGACCTACGGGAGAAAGGGGGCAACTTGTTGCTCT
CGCTATTAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGATGGTGGGGTAAAGGCCTACCATGGCGACGATCTGTAG
CTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACCGGGACTGAGACACGGCCCGGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
GGGGAATATTGGACAATGGGGGAAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGT
AAAGCACTTTAAGCAGTGAAGAAGACTCTTCGGTTAATACCCGGAGACGATGACATTAGCTGCAGAATAAGC
ACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTA
AAGCGAGCGTAGGTGGCTTGATAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATCTGATAC
TGTCAGGCTAGAGTAGGTGAGAGGAAGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAG
GAATACCGATGGCGAAGGCAGCCTTCTGGCATCATACTGACACTGAGGCTCGAAAGCGTGGGTAGCAAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTAGTCGTTGGGTCCCTTGAGGACTTAGTG
ACGCAGCTAACGCAATAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACAT
ATCTAGAATCCTGCAGAGATGCGGGAGTGCCTTCGGGAATTAGAATACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAG
CTCGTGTCCTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCGGGTTAA
GCCGGGAACTCTAAGGATACTGCCAGTGACAAACTGGG

Secuencia 39. Cepa QVB-02 (Planococcus maritimus)

>X5_27F
TTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCCTGCAGATCGGGATAACTCCGGGAAACCGG
TGCTAATACCGAATAGTTTGCGGCCTCTCATGAGGCTGCACGGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTGCAGGA
TGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTG
AGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT
TCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTG
TTGTGAGGGAAGAACAAGTACCAGCTAACTACTGGTACCTTGACGGTACCTCACCAGAAAGCCACGGCTAA
CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGC
GCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGA
CTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCA
GTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAG
CTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
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CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGC
TGCCCGCCTTGGAGACAAGGCTTTCCCTTCGGGGACAGCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCT
CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTG
GGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAAGGTGGGGATGACGTCAAATCA

Secuencia 40. Cepa MVB-02 (Aeromonas hydrophila)

>X6_27F
GTCGAGCGGCAGCGGGAAAGTAGCTTGCTACTTTTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTGG
GAAATTGCCCAGTCGAGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAA
GCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGC
TCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGT
GTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAAGGTTGATGCCTAATACGTATCAACT
GTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAG
CGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGGATAAGTTAGATGTGAAAGCCCCGGGCT
CAACCTGGGAATTGCATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCG
GTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAG
GTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGA
GGCTGTGTCCTTGAGACGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAA
GGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGC
GAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCTGGAATCCTGCAGAGATGCGGGAGTGCCTTCGGGAATCAGAAC
ACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC
CCTGTCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGAACTCAAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAA
GGGTGGGGATGACGTTCAAGTCATCATGGGCCCTTACGGCCAGGG
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Anexo 23. Se muestra el arbol filogenético de bacterias usando el método del
vecino mas cercano. El arbol 6ptimo con la suma de la longitud de rama =
4.18061440. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de
probabilidad méaxima compuesta y estan en las unidades del numero de
sustituciones de bases por sitio. El andlisis involucré 226 secuencias de
nucleodtidos. Se eliminaron todas las posiciones que contienen huecos y datos
faltantes. Hubo un total de 363 posiciones en el conjunto de datos final. Los
andalisis evolutivos se realizaron en MEGAY. El cédigo de acceso al GenBank se
especifica al inicio del nombre del microorganismo y las secuencias en
estudios se marcan con una vifieta de color rojo (Fuente propia).

®(31) 7 27F

(33) LCO27448.1 Pantoea sp
(34) JN853253.1 Pantoea sp
(32) DQ129699.1 Halomonas sp
{

{

227

35) KJBT0113.1 Pantoea sp

8) KX¥226332.1 Enterobacter sp

®(7) 3 27F

(9) FJ608240.1 Enterobacter sp

{11) KT804411.1 Enterobacter asburiae
{40) JX411945 1 Enterobacter ludwigii

320

97

T8 {39) MF927590.1 Enterobacter cloacae
. 75 (41) KP887099.1 Pantoea agglomerans
174 (38) MG563763.1 Enterobacter sp

a57| — #(36) 7L 27F

435 330L(37) KP240978 1 Enterobacter sp

(10) KF447414 1 Enterobacter sp

(12) KX242269.1 Enterobacter ludwigii
${117) F 27F

118) KF021237.1 Enterobacter sp

119) KJ000748.1 Enterobacter sp

120) KT375345.1 Enterobacter ludwigii
121) MF581446.1 Enterobacter cloacae
${122) G 2TF

123) MG584450.1 Enterobacter cloacae
124) MH169129.1 Enterobacter ludwigii
125) MHO71329.1 Enterobacter ludwigii
126) MF276659.1 Enterobacter sp
${195) X1 27F

196) KX036862.1 Enterobacter cloacae
197) KY524292 1 Enterobacter cloacae
198) MF784351.1 Enterobacter sp

199) MF428594 1 Enterobacter sp

(
(
(
(

(
(
(
(

(
(
(
{

51
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Continuacion Anexo 23

425 —(46) KY027117.1 Enterobacter cloacae
427 (47) KP260658.1 Enterobacter hormaechei
28

4 (45) HEBB2664 .1 Enterobacter sp
424 (44) KT726372.1 Enterobacter sp.
430 {43) GQ284539.1 Enterobacter sp

@(42) 8L 27F

415 ®(139) K 27F
423 E(‘MZ} Y 347730.1 Klebsiella pneumoniae
431 (143) KYT80355.1 Escherichia coli

32| 41— (17) GU99T596.1 Klebsiella pneumoniae
417 (140) KUBET113.1 Klebsiella pneumoniae
418 (16) JQB38151 1 Klebsiella pneumoniae

425| 418 {15) MG372007 1 Klebsiella sp

420 {14) MG372024 1 Klebsiella sp

422 #(13) 3L 27F

(18) KXE636139.1 Klebsiella pneumoniae
424 (141) KP297452 1 Klebsiella pneumoniae
—— #(84) 23G5 2TF

421
iy (85) MF423119 1 Klebsiella sp
413 (G6) KJB45719.1 Klebsiella pneumoniae subsp. p
41z (87) KMO035400.1 Klebsiella pneumoniae

111 (88) MF767577.1 Klebsiella pneumoniae
410l (89) AB558499.1 Klebsiella sp

—————————————— ®(78) 21G2 2TF

(79) MF429390.1 Escherichia sp

(80) MF429219.1 Escherichia coli

403] (81) KJB06497.1 Escherichia coli
(82) KF254747.1 Escherichia coli
(83) MF428898.1 Escherichia coli
®(133) | 2TF
(134) MG388227 .1 Escherichia coli
(135) KF991483.1 Escherichia coli
(136) JMN5T78644 1 Escherichia coli
(137) EF560780.1 Escherichia coli
(138) JQG0T7E56.1 Bacterium
(207) KX058478.1 Serratia marcescens
(208) KU364021.1 Serratia marcescens
(206) MF450442 1 Serratia marcescens
&(204) X3 2TF
(203) MF801351.1 Serratia marcescens
(202) MF992175.1 Serratia marcescens
(201) KUS34524 1 Serratia sp
@(200) X2 27F
396 #(90) 24G1 27F

(91) KY' 379045 1 Serratia marcescens

275 (92) MF716676.1 Serratia marcescens
(93) MF471842 1 Serratia marcescens
(94) KT260525.1 Serratia sp
#(95) 25 2TF
(96) MGT7E86380.1 Serratia marcescens
(97) KT183566.1 Serratia sp
(98) KR259189.1 Serratia sp

s (1) 1 27TF
369 (6) MGBE5659 1 Proteus penneri
370 (5) KY930949. 1 Proteus sp
I 4) MF541401.1 Proteus sp
372 [3) KX867T97.1 Proteus vulgaris

(2) KT887953.1 Proteus vulgarns
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agn—(225) MG428976.1 Aeromonas hydraphila
361 (226) MG428974 1 Aeromonas hydrophila
382 (224) MG428977 .1 Aeromaonas hydrophila

363 [223) MG428979.1 Aeromonas hydrophila
364 [222) MG428986.1 Aeromonas hydrophila
L #(221) X6 2TF
(182) JF732751 1 Acinetobacter soli
(183) LC191525.1 Acinetobacter soli
37T (181) KT025913.1 Acinetobacter sp
(180) KRO72554 1 Acinetobacter sp
®(179) 5 27F
(148) KJ372731.1 Acinetobacter baylyi
(147) KM108529.1 Acinetobacter sp
(146) KM108569.1 Acinetobacter sp
(145) KM108508.1 Acinetobacter sp
&(144) M 2TF
——(178) MR 1520041 Acinetobacter lactucae
6] w27 ®(173) R 2TF
296 (174) KY 0918921 Acinetobacter calcoaceticus
358 | 295 (175) KY091891.1 Acinetobacter calcoaceticus
24| —(176) KJ599649 1 Acinetobacter sp
323L(177) HEB51914 1 Acinetobacter sp
—— ®(209) X4 2TF
312 (210) KT216565.1 Psychrobacter alimentarius
217 (211) KJ735914 .1 Psychrobacter alimentarius
710 (212) KIM3T79179.1 Psychrobacter sp
209 (213) KT865751.1 Psychrobacter sp
303L-(214) JQ012955.1 Psychrobacter sp
a3 45 (131) KT943977.1 Pseudomonas aeruginosa
(132) KC121042_1 Pseudomonas sp
LI (130) K¥'549641.1 Pseudomonas aeruginosa
365 (129) HM439972 1 Pseudomonas aeruginosa
(128) JX286672.1 Pseudomonas aeruginosa
#(127) H 2TF
(104) KX¥549649. 1 Pseudomonas aeruginosa
(103) JQ328193.1 Pseudomonas sp
(102) KIME59187_1 Pseudomonas aeruginosa
{(101) K¥885163.1 Pseudomonas aeruginosa
(100) HM439966_1 Pseudomonas aeruginosa
#(99) 26G8B 2TF
(113) KX436100.1 Pseudomonas sp
(114} KX066796.1 Pseudomonas sp
353

3pq— ®(111) D 27F
33 E(‘HE} LM831925.1 Pseudomonas sp
(115) JQ660525.1 Pseudomonas plecoglossicida

2
356
=]

33a—(153) MG917744 1 Pseudomonas putida
33 (154) MF627709.1 Pseudomonas putida
qaq] B (152) MG819483.1 Pseudomonas sp
1

34 {151) MG819510.1 Pseudomanas sp
(150) KT321870.1 Pseudomonas sp

L #(149) N 27F

343 ——— #({167) Q 27F

(168) MGET74361.1 Pseudomonas sp

42

337
236 (169) MGB07355.1 Pseudomonas sp
335 (170) KUB62318.1 Pseudomonas sp

234 (171) MGE74366.1 Pseudomonas plecoglossicida
333L(172) KFT65789.1 Pseudomonas putida

163
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255
256

257
298

259

{23) MF149712.1 Staphylococcus aureus
(24) KU922502.1 Staphylococcus aureus
{22) MF158076.1 Staphylococcus aureus
{21) MF158084.1 Staphylococcus aureus
{20) MG230264 .1 Staphylococcus aureus

247
253

JFF‘%

242
243

244
245

245

3 (

05|

308

235
23

Gl =

3

232
23

236
23

]

ra
(o]

23
240

(=]

261

52

07| 251

303

240

243
248

&
I 164,

$(19) 5 2TF

{218) JQB09719.1 Planococcus sp

{219) HM104376.1 Planococcus maritimus
&(215) X5 2TF

{216) JN566126.2 Planococcus sp

{217) KY382821.1 Planococcus sp

{220) KY382823.1 Planococcus maritimus

{52) AMY31170.1 Terribacillus sp

{53) LNB81636.1 Terribacillus sp

{51) KR259242 1 Terribacillus saccharophilus

{50) KT719663.1 Terribacillus saccharophilus

{49) KX788920.1 Terribacillus saccharophilus

$(48) 9 27F

—— #{54) 11 27F

55) KF848481.1 Exiguobacterium aurantiacum

56) KJ401068.1 Exiguobacterium aurantiacum

57) KM379015.1 Exiguobacterium sp

58) KP301101.1 Exiguobacterium sp

59) KX609731.1 Exiguobacterium sp

109) GU227615.1 Bacillus subtilis

110) MG984571.

) 1 Bacillus subtilis
108) KC182058.1

)

)

(
(
(
(
{
(
(
{ Bacillus subtilis
{107) KF626464.1 Bacillus subtilis
{106) G(Q340502.1 Bacillus sp

105) 27TAV2 27F

&
— {161 P 2TF

{162) KY616828.1 Bacillus marisflav
{163) KJ560873.1 Bacillus marisflavi
{164) AB970705.1 Bacillus sp

{165) AB970704.1 Bacillus sp

{166) KM226904.1 Bacillus aguimaris
{116) KJ395365.1 Enterococcus faecalis
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#(25) 6 27F

(26) KY649375.1 Bacillus cereus
(27) MG027684.1 Bacillus cereus
(28) KXT7B68313.1 Bacillus sp

(29) KC293996.1 Bacillus sp

(30} KT714044 1 Bacillus thuringiensis
#(60) 13 27F

(61) KY622217 .1 Bacillus cereus
(62) MG027637.1 Bacillus cereus
{63) MG027633.1 Bacillus cereus
(64) K2X011932.1 Bacillus sp

(65) K2X011931.1 Bacillus sp
#(66) 19 27F

(67} MH010181.1 Bacillus cereus
(68) MHO010169.1 Bacillus cereus
{69} MHO010164.1 Bacillus cereus
(70) MG814015.1 Bacillus sp

(71) MG814013.1 Bacillus sp
#(72) 20 27F

(73) KY430131.1 Bacillus sp

(74) KJ934379.1 Bacillus cereus
(75) KX301062.1 Bacillus cereus
(77) KYB81738.1 Bacillus sp
#(155) O 2TF

{156) MG593991.1 Bacillus sp
{157) MF521960.1 Bacillus cereus
{158) HEBB0034.1 Bacillus cereus
(159) JQTT3351.1 Bacillus cereus
(160) M=593998.1 Bacillus subtilis
#(184) T 27F

(185) KY622400 1 Bacillus cereus
{186) KT380824.1 Bacillus cereus
(187) KR003287.1 Bacillus sp
(188) KT380826.1 Bacillus subtilis
(76) JF280125.1 Bacillus cereus
#(189) U 27F

(190) KY622516.1 Bacillus sp
(191) KY'622404 1 Bacillus sp
{192) LNE80102.1 Bacillus sp
(193) JN9T5113.1 Bacillus sp
(194) KT922033.1 Bacillus cereus
(205) MG460584 .1 Serratia sp
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Anexo 24. Secuencias corregidas y alineadas de los hongos identificados por
via molecular en formato FASTA

Secuencia 1. Cepa QID-09 (Rhodotorula mucilaginosa)

>Y7_LROR
AGCGGCGAGCGAAGCGGGAAGAGCTCAAATTTATAATCTGGCACCTTCGGTGTCCGAGTTGTAATCTCTAG
AAATGTTTTCCGCGTTGGACCGCACACAAGTCTGTTGGAATACAGCGGCATAGTGGTGAGACCCCCGTATA
TGGTGCGGACGCCCAGCGCTTTGTGATACATTTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAATTG
GGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGAT
GAAAAGCACTTTGGAAAGAGAGTTAACAGTACGTGAAATTGTTGGAAGGGAAACGCTTGAAGTCAGACTTGC
TTGCCGAGCAATCGGTTTGCAGGCCAGCATCAGTTTTCCGGGATGGATAATGGTAGAGAGAAGGTAGCAGT
TTCGGCTGTGTTATAGCTCTCTGCTGGATACATCTTGGGGGACTGAGGAACGCAGTGTGCCTTTGGCGGGG
GTTTCGACCTCTTCACACTTAGGATGCTGGTGGAATGGCTTTAAACGACCCGTCTTGAAACACGGACCAAG
GAGTCTAACATGCTTGCGAGTATTTGGGTGTCAAACCCGGATGCGTAATGAAAGTGAATGGAGGTGGGAAC
CGCAAGGTGCACCATCGACCGATCTGGATTTTTAATGATGGATTTGAGTAAGAGCACGTATGTTGGGACCC
GAAAGATGGTGAACTATGCCTGAATAGGGCGAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAGGCTCGTAGCGGTTCT
GACGTGCAAATCGATCGTCAAATTTGGGTATAGGGGCGAAAGACTAATCGAACCATCTAGTAGCTGGTTCCT
GCCGAAGTTTCCCTCAGGATAGCAGAAACTCACATCAGTTCTATGAGGTAAAGCGAATGATTAGAGGCCTTG
GGGTTGAAACAACCTTAACCTATTCTCAAACTTTAAATATGTAGGAAGTCCTTGCTACTTAATTGAGCGAGGA
CATGCGAATGAAAGTTTCTAGTGGGCCATTTTTGGTAAGCAGAACTGGCGATGCGGGATGAACCGAACGCG
AGGTTAAGGTGCCGGAATACACGCTCA

Secuencia 2. Cepa QID-15 (Cybelindnera jadinii)

>Y8_LROR
TTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGAGGCTCTCAGCCCCCGAGTTG
TAATTTGAAGATGGTGTTCTGGTGCCGGCCCCCTGTCTACGTTCCTTGGAACAGGACATCACAGAGGGTGA
GAATCCCGTCTGGCGGGGCGGCCTGGCTCCGTGTAGAGCGCCATCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGC
AGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTG
ATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTGG
ATCAGACTTGGTGCTGTGCGAATAGCGGCTCTTCTTGGGCTGCCCACTCGCACTCCACCGGGCCAGCATC
GGTTTGGGCGGCAAGACAATGGCGGGGGAACGTGGCACTGCTCTCGGGCAGTGTGTTTATAGCCCCCGCT
GATGTTGCCTGCCTAGACCGAGGACTGCGGCTTCTGCCTAGGATGCTGGCGTAATGATCCAACACCGCCC
GTCTTGAAACATGGACCAAGGAGTCTAACGTCTATGCGAGTGTTTGGGTGTAAAACCCGTACGCGTAATGAA
AGTGAACGTAGGTGAGGGCCCTTTCTGGGTGCATCATCGACCGATCCTGATGTCTTCGGATGGATTTGAGT
AAGAGCATAGCTGTTGGGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTGAATAGGGTGAAGCCAGAGGAAACTCTG
GTGGAGGCTCGTAGCGGTTCTGACGTGCAAATCGATCGTCGAATTTGGGTATAGGGGCGAAAGACTAATCG
AACCATCTAGTAGCTGGTTCCTGCCGAAGTTTCCCTCAGGATAGCAGAAGCTCGTATCAGTTTTATGAGGTA
AAGCGAATGATTAGAGGTCTTGGGGTCGAAACGACCTTAACCTATTCTCAAACTTTAAATATGTAAGAAGTCC
TTGTTACTTAATTGAACGTGGACATTTGAATGAAGAGCTTTTAGGGGGCCATTTTTGGTAAGCCAGAACTGG
CGATGCCGGGATGAAACCGAACGTAAAAGTTAAGGTGGCCAGAATACACGCCTCATCAGACACCACCAAAA
AGGTGTTAGTTCATTCTAGACAGCCCGGGACGGTGGCCATGGAAGAGTTCGGAACCCGCCTAAGGAGTGT
G

Secuencia 3. Cepa QID-16 (Candida pararugosa)

>Y9_LROR
AGTAACGGCGAGTGAACCGGGAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGCCAACAGGCCGAGTTGTAATTTGTAGAT
GGCTACACTGCATAATAGTAGATGCTCAAGTTCTTTGGAAAAAGACATCATGGAGGGTGACAATCCCGTGAG
GCATGTTACTAGGAGCATATAGTGGGCTTTCTAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAGTGCGTG
GTGAATACCATGTAAAGCTAAATATGGACGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATGAAAA
GCACTCCGAAAGGAGAGTGAAATAGTACGTGAAATTGTTAAAGTGGAAGGGCTTGAGATCAGAATTGGTAG
TTTGGGTTCCACGTCCTCTTGGGGGCGTGTACTCCCTTTCCACCGGGCCAGCGGGAGTTTCGTCTCTTGGG
TAAAAGCAGTGGAATGTAGCAGCTTGTCTGTATTATAGCCTCTGTTCATACAAGACGTCGAGACTTGTTTTTG
TTGGCGTAATGATCTCTAGCCACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTCTATTGCCTATGCGAGTGTTTGG
GTGGAAAACCCTTGCGCGTAATGAAAGTGAAAAGATCAGGGCTCTTTTTTGAGTGCACGATCGACCGATCTT
GACGATTTTCAGATGGATTTGAGTAAGAGCATAGTTGATGGGACCCGAAAGATGGTGAACTATACTTGGCGA
GGGCGAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAGGTCCGTAGGGGTTCTGACGTGCAAATCGATCCTCTCAGCTG
AGTATGGGGGCGAAAGACTAATCGAACCATCTAGTAGCTGGTTCCCTCCGAAGTTTCCCTCAGGATAGCAG
GAGCTCGTATCAGTTTTATGAGGTAAAGAAATGATTAGAGGTATTGGGGGTTGAAACGACCTTGACCTATTC
TCAAACTTTGAATGTGTAAGAAGTCCTTGTTACTTAATTGA&CGTGGACACTTGAATGAAAAGCTCTTAG
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Secuencia 4. Cepa MIIID-11 (Trichosporon asahii)

>Y10_LROR
GTAACGGCGAGTGAAGCGGGAAGAGCTCAAATTTGAAATCTGGCAGTCTTCGATTGTCCGAGTTGTAATCTA
TAGAGGCGTTTTCCGTGCCGGACCGTGTCCAAGTCTCCTGGAAAGGAGTATCAAAGAGGGTGATAATCCCG
TACTTAACACGACCACCGGTGCTCTGTGATACGTCTTCTACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAA
TGGGTGGTGAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAG
ATGAAAAGCACTTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAACGATTGAAGTCAGTCG
TGTTCTTTGGATTCAGCCAGTTCTGCTGGTCTACTTCCTTGGAACGGGTCAACATCAGTTTTGTCCGGTGGA
TAAAGGTAGTAGGAATGTGACTTCTCCGGAAGTGTTATAGCCTATTATCACATACACTGGGTGAGACTGAGG
ACTGCAGCTCGCCTTTATGGCCGGCCTTCGGGCACGTTCGAGCTTAGGATGTTGACATAATGGCTTTAAAC
GACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTCTAACATATCTGCGAGTGTTTGGGTGTCAAACTCGAGCGCGT
AATGAAAGTGAATTGGAGGGATCCGCAAGGAGCACCTTCGACCGATCCAGATGTTTACTGAAGGATTTGAG
TAAGAGCATATATGCTGGGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTGAATAGGGCGAAGCCAGGGGAAACTCT
GGTGGAGGCTCGTAGCGATTCTGACGTGCAAATCGATCGTCAAATTTGGGTATAGGGGCGAAAGACTAATC
GAACCATCTAGTAGCTGGTTCCTGCCGAAGTTTCCCTCAGGATAGCAGAAACTCGCATCAGTTTTATGAGGT
AAAGCGAATGATTAGAGGCCTTGGGGACGAAACGTCCTTAACCTATTCTCAAACTTTAAATATGTAAGAAGC
ACTTGTTACTTAATTGAACGTGTGCATGCGAATGAAAGTTTCTAGTGGGCCATTTTTGGTAAGCAGAACTGG
GCGATGCGGGATGAACCGATCGTGGAG

Secuencia 5. Cepa MIVD-09 (Cybelindnera jadinii)

>Y12_LROR
CAACAGGGATTTGCCCCTTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGCTTTCG
GCCCCCGAGTTGTAATTTGTAGATAGTGTTTTGGCGTGGGCCCCCTGTCTACGTTCCTTGGAACAGGACGT
CACAGAGGGTGAGAATCCCGTCTGGCGGGGCGGCCTGGCTCCTTGTAAAACGCCTTCGACGAGTCGAGTT
GTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGA
ACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAACTACGTGAAATTGTGGAAAGG
GAAAGGTAATGGATCTCACTTGGGGCCTTGGGATTCGCGTCCCTTCGCGGGTCGCCTTCTCGGGCTCGACT
GGGCCAGCATCTTGTTGGGCGGATAGACGGTGGCGGAGTAACACGTCACTGCTATCGTGCTGGGCGTTTA
TACCCCCCGCTGATGTAGCCTGCCTACACCAACTACTGCTTCTTCTGCCTATGATGCAGGGTTCATGATCCA
ACAGGCCCATCTTGGCACTTGGACGACCGAGTCTAACGCCGATACAAGTGTGTCTAATGTATAATGCGAAC
GCATGGTGAAAGTACAACGGAAGCGTAAGGCCATTTCTGTTGTACATCATCCGACATGGTTCTGATGTCCTT
CCGATCCAATATGTAGTAATGAACAGAATCTGCTTAAGGACCCCGAAAATATGGGGGAACCTATGGCCTGAA
GTCGGGGTGAAGCCCCGCAGGAGGACTCATGCCGGGAGGGATCCCTATCGGTGTCATGACTCTGCAAACA
ACGACTCGAACGAAATATTTGCGTATCAGGCGTACGTATAGGACTATG

Secuencia 6. Cepa MID-08 (Pichia jadinii)

>Y13_LROR
CCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGAGGCTCTCAGCCCCCGAGTTGTAA
TTTGAAGATGGTGTTCTGGTGCCGGCCCCCTGTCTACGTTCCTTGGAACAGGACATCACAGAGGGTGAGAA
TCCCGTCTGGCGGGGCGGCCTGGCTCCGTGTAGAGCGCCATCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGC
TCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATG
GAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTGGATC
AGACTTGGTGCTGTGCGAATAGCGGCTCTTCTTGGGCTGCCCACTCGCACTCCACCGGGCCAGCATCGGT
TTGGGCGGCAAGACAATGGCGGGGGAACGTGGCACTGCTCTCGGGCAGTGTGTTTATAGCCCCCGCTGAT
GTTGCCTGCCTAGACCGAGGACTGCGGCTTCTGCCTAGGATGCTGGCGTAATGATCCAACACCGCCCGTCT
TGAAACATGGACCAAGGAGTCTAACGTCTATGCGAGTGTTTGGGTGTAAAACCCGTACGCGTAATGAAAGT
GAACGTAGGTGAGGGCCCTTTCTGGGTGCATCATCGACCGATCCTGATGTCTTCGGATGGATTTGAGTAAG
AGCATAGCTGTTGGGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTGAATAGGGTGAAGCCAGAGGAAACTCTGGTG
GAGGCTCGTAGCGGTTCTGACGTGCAAATCGATCGTCGAATTTGGGTATAGGGGCGAAAGACTAATCGAAC
CATCTAGTAGCTGGTTCCTGCCGAAGTTTCCCTCAGGATAGCAGAAGCTCGTATCAGTTTTATGAGGTAAAG
CGAATGATTAGAGGTCTTGGGGTCGAAACGACCTTAACCTATTCTCAAACTTTAAATATGTAAGAAGTCCTTG
TTACTTAATTGAACGTGGACATTTG
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Secuencia 7. Cepa MVID-11 (Penicillium janthinellum)

>714_ITS1
TGTTTATCATACCTAGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGTCAAGAAACGCCCGGGGGCATCTGCCCCCCGGGL
GCACGCTTATGGCCGCCGGGGGGCATCCGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGCCCCCCCTGAACGCT
GTCTGAAGATTGCTGTCTGAGCGATTAGCTAAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGC
ATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGG
CTTGTGTGTTGGGCCCCCGCCCCCCGGCTCCCGGGGGGCGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGLGT
CCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTCGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCCCGCCGGCGACCCCC
CCTCAATCTTTCTCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGC

Secuencia 8. Cepa MVID-03 (Penicillium simplicissimum)

>715_ITS1
GTGTTTATCGTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTCACGGCCGCCGGGGGGCATCCGLCTCCCGGGLC
CGCGCCCGCCGAAGACACCAATGAACTCTGTCTGAAGATTGCAGTCTGAGCAGATTAGCTAAATCAGTTAAA
ACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATT
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGT
CCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCTCCGCCCCCCGGCTCCCGGGGGGLGG
GCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTCGTCACCCGCTCTGTAGG
CCCGGCCGGCGCCCGCCGGCGACCCCAATCAATCTATCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
CTGAACTTAAGCATATCA

Secuencia 9. Cepa QIVD-12 (Trichoderma sp)

>716_ITS1
ACTCCAAACTCTTTTTTCTCTCCGTCGCGGCTCCCGTCGCGGCTCTGTTTTATTTTTGCTCTGAGCCTTTCTC
GGCGACCCTAGCGGGCGTCTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCAC
ATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGG
GGTCGGCGTTGGGGGATCGGCCCCTCACCGGGCCGCCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCT
CTCATGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGGCCACAGCCGTAAAACACCCCAAATT
TTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGGCGGAGAAAAC
TAAACTACAGTCAAGGGCGGAGGGGGTAGAATGCCTAGCTGTATCCTT

Secuencia 10. Cepa QID-17 (Aspergillus hiratsukae)

>Z17_ITS1
GTGTCTATTGTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGTTTTCGAACGGCCGCCGGGGAGGCCTCGLCGLCC
CCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACCCCAACATGAACGCTGTTCTGAAAGTATGCAGTCTGAGTTTGATTATC
ATAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATA
AGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGG
GGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCCGTCCCCGGTTC
TCCCCGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCA
CCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCCAGCCGACACCCCAACTTTATTTTTCTAAGGTTGACCTCGGATCAG
GTAGGGATACCCGCTGAACTTAAG



Bioprospeccién microbiana dirigida al desarrollo del agro y la industria nacional

Anexo 25. Se muestra el arbol filogenético de hongos usando el método del
vecino mas cercano. El arbol 6ptimo con la suma de la longitud de rama =
2.70992492. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de
probabilidad méaxima compuesta y estan en las unidades del numero de
sustituciones de bases por sitio. El analisis involucré 58 secuencias de
nucleodtidos. Se eliminaron todas las posiciones que contienen huecos y datos
faltantes. Hubo un total de 359 posiciones en el conjunto de datos final. Los
andalisis evolutivos se realizaron en MEGAY. El cédigo de acceso al GenBank se
especifica al inicio del nombre del microorganismo y las secuencias en
estudios se marcan con una vifieta de color rojo (Fuente propia).

ar S) KX525702.1 Rhodotorula mucilaginosa
j=1] 6) KP300039 1 Rhodotorula sp
25 4y KX525695_ 1 Rhodotorula mucilaginosa
a0 3) AB217506.1 Rhodotorula mucilaginosa
a1 | 2) AB217492 1 Rhodotorula mucilaginosa
a7 (1) 7 LROR
24) LMNB866279.1 Trichosporon sp
95| | 23) KY458749. 1 Trichosporon sp
a5 21) JNS39454 1 Trichosporon coremiiforme
a8 %‘—EEU} KT282395 1 Trichosporon asahii
a3 #(13) Y10 LROR
92 22y HMB2T7134 .1 Trichosporon sp
18) AY536215 1 Candida cf pararugosa
E’BI | 17} JX245064 .1 Candida rugosa
LS = @(13) Y9 LROR
%‘_E;él} HEBE60073.1 Candida pararugosa
a3 15) KF212816.1 Candida pararugosa
== 16) JX649956_1 Candida pararugosa
(25} Y12 LROR
1EIEI| #(7) ¥8 LROR
107 114| | 8) NG 0562781 Cyberlindnera jadinii
7= 9) EF550309.1 Cyberlindnera jadinii
EE] 29) FU8735568_1 Pichia jadinii
TR 30) AJS508585 1 Pichia jadinii
1o #(31) Y13 LROR
33) KU216432 1 Cyberlindnera sp
105 gg—{12) EF550308.1 Candida sp
108 L (34) EF550307 1 Candida sp
104 32) EF550321.1 Cyberlindnera fabianii
103| 10) EF550317.1 Cyberlindnera mrakii
Toz 26) LC170456_ 1 Cyberlindnera subsufficiens
\—‘?E2T} JQET25930.1 Cyberlindnera saturnus
100 28) JX2429958.1 Cyberlindnera saturnus
11) EF550314 .1 Candida sp
59 51y KR527132.1 Trichoderma longibrachiatum
[=18] £52) KJ174186_1 Trichoderma orientale
51 50) KU375461 1 Trichoderma longibrachiatum
52 49) KIM379727.1 Trichoderma longibrachiatum
B3| | 48) KJ937997 1 Trichoderma sp
| (47} Z16 ITS1
64 57) KR909166.1 Meosartorya hiratsukae
ES 58) MGO28750 1 UNVERIFIED ASMBLY: Aspergillus sp
56 56) KX953624 1 Meosartorya sp
81 &7 55} KX960786 1 Aspergillus hiratsukae
65| | £4) MGT748676.1 Aspergillus hiratsukae
| W#(53) Z17 ITS1
44} HM469430 .1 Penicillium simplicissimum
=0 4 45) HQ166567_1 Penicillium sp
5 46) HM235985 1 Penicillium sp
7a ’—75,—|£343} KM104578.1 Penicillium simplicissimum
Lt 423 KIM104537.1 Penicillium simplicissimum
| #(41) Z15 TS
e 39) JXE5T7339.1 Penicillium sp
| 40) GUS66283 1 Penicillium sp

=~
)

#(35) 14 ITS1

36) MF355386.1 Penicillium janthinellum
37) KXE6565588_1 Penicillium janthinellum
38) KP881462.1 Penicillium janthinellum
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